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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
% (m/ V)           masni odstotek  




APS amonijev persulfat  
ATP adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
bp bazni par 
Cm kloramfenikol 
dinBox vezavno mesto za protein LexA (angl. damage inducible Box) 
DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. deoxyribonucleic acid) 
E. coli Escherichia coli 
Eri eritromicin 
ɛ ekstinkcijski koeficient  
g relativna centrifugalna sila (angl. relative centrifugal force) 
Gp1 angl. gene product 1 
Gp6 angl. gene product 6 
Gp7 angl. gene product 7 
HTH motiv vijačnica-zavoj-vijačnica  (angl. helix-turn-helix) 
IPTG izopropil β-D-tiogalaktozid  
Kan kanamicin 
kb kilobazni par 
kDa kilo Dalton  
LB gojišče Luria-Bertani (angl. lysogeny broth agar) 
NaDS natrijev dodecil sulfat  
NaDS-PAGE   poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti NaDS 
NCBI Nacionalni center za biotehnološke informacije (angl. National Center 
for Biotechnology Information) 
Ni-NTA           nikelj-nitrilotriocetna kovinsko-afinitetna kolona  
nt nukleotid 
OD optična gostota  
ORF odprt bralni okvir (angl. open reading frame) 
ori mesto začetka podvajanja (angl. origin of replication) 
P1 prvi promotor faga GIL01 
P2   drugi promotor faga GIL01 
P3 tretji promotor faga GIL01 
PCR verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
rpm število obratov na minuto (angl. rotations per minute) 
TEMED    tetrametiletilenediamin 
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Bakterije in bakterijski virusi oz. bakteriofagi (fagi) so genetsko izjemno raznoliki in 
najštevilčnejši izmed vseh obstoječih organizmov na planetu (Breitbart in Rohwer, 2005). 
Bakteriofagi so obligatni paraziti in se delijo na dva tipa glede na to, v kateri razvojni cikel 
vstopijo ob infekciji gostiteljske celice: litične in temperatne fage. Litični oz. virulentni fagi 
takoj vstopijo v litični cikel, v katerem izkoristijo bakterijske encime, da se namnožijo in z 
lizo bakterijske celice zapustijo gostitelja. Za temperatne oz. lizogene bakteriofage pa je 
značilno, da lahko ob infekciji bakterijske celice vstopijo v lizogeni cikel, v katerem je 
njihova litična aktivnost utišana. V takem dormantnem stanju se obdržijo v gostitelju več 
generacij oz. do signala, ki sproži litični cikel. Temperatni fagi se lahko vstavijo v gostiteljev 
genom ali pa ležijo znotraj gostitelja kot samostojni replikoni. Tekom sobivanja faga in 
gostitelja med lizogenijo bakterija in fag koevoluirata, tako se med organizmoma razvijajo 
interakcije, ki so v danem okolju najpogosteje koristne za oba (Feiner in sod., 2015). 
 
V delu smo preučevali temperatni bakteriofag iz družine virusov Tectiviridae. Pomembnost 
tektivirusov se kaže v tem, da imajo podobno strukturo in sestavo kapside kot nekateri virusi, 
ki inficirajo arheje ali evkarionte. Med slednjimi so številni, ki inficirajo človeka. Tektivirusi 
naj bi tudi igrali pomembno vlogo v evoluciji evkariontov kot prekurzorji politonov (Benson 
in sod., 1999). Politoni so obsežni DNA transpozoni, ki so razširjeni pri evakriontskih 
organizmih in iz katerih naj bi se razvila večina velikih evkariotskih virusov z genomom iz 
dvoverižne DNA. Zaradi teh podobnosti predvidevajo, da so tektivirusi predhodniki 
številnih virusov z dvoverižno DNA, ki okužujejo človeka (Krupovic in Koonin, 2015).  
 
Posebno zanimiv tektivirus je temperatni fag GIL01, ki je bil odkrit v bakteriji Bacillus 
thuringinesis (Verheust in sod., 2003). Ta v lizogenem stanju prebiva v bakteriji kot 
samostojni linearni replikon več generacij, dokler gostitelj ni zmožen popraviti napak v 
genomu in preide v litični cikel, ki vodi do sinteze novih virusnih delcev. Temperatni fagi 
za vzpostavitev lizogenega cikla sintetizirajo lasten represor. GIL01 ne nosi zapisa za lasten 
represor, ampak v ta namen izrablja gostiteljev represor odziva SOS, transkripcijski faktor 
LexA. Za vzpostavitev lizogenega cikla faga pa je poleg gostiteljevega proteina LexA 
ključen bakteriofagni protein gp7, ki se veže direktno na LexA in izboljša njegovo afiniteto 
do tarčne DNA na področju lizogenega promotorja P1. Prisotnost fagnega proteina gp7 tako 
omogoči, da so ostali geni odziva SOS prepisani prej ter tako do sprožitve litičnega cikla 
faga pride šele ob hujših in dolgotrajnejših poškodbah DNA (Fornelos in sod., 2015). 
Molekularni mehanizem, ki omogoči fagu GIL01 prehod v litičen cikel, do tega dela še ni 
bil poznan.   
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1.1 NAMEN DELA 
V magistrskem delu smo želeli raziskati molekularni mehanizem, s katerim fag GIL01 
preklopi iz lizogenega v litični cikel. Osredotočili smo se na mehanizem uravnavanja 
aktivnosti  litičnega promotorja P3. Z in vivo in in vitro poskusi smo preverili, v katerih 
pogojih okolja in kateri faktorji so potrebni za aktivacijo promotorja P3. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Litični promotor P3 bakteriofaga GIL01 je aktiviran pozno v odzivu SOS.  
 Fagni protein gp6 je aktivator litičnega cikla faga GIL01. 
 Fagni protein gp6 je DNA vezavni protein homologen represorju LexA. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BAKTERIJSKI ODZIV SOS  
Bakterije so kot enocelični organizmi neprestano izpostavljene stresnim dejavnikom okolja. 
Poškodbe genoma lahko povzročijo zunanji dejavniki kot so UV sevanje, genotoksične snovi 
in nekateri antibiotiki, ali pa nastanejo kot posledica notranjih dejavnikov, ki vključujejo 
reaktivne kisikove zvrsti (ROS) ali druge agense, ki sprožijo nastanek prelomov DNA ob 
podvojevanju genoma (Erill in sod., 2007). Ker poškodbe genoma vodijo v celično smrt, je 
večina bakterij razvila sistem mreže genov, ki omogočijo popravilo poškodb DNA in 
zaustavitev celične delitve do popravila. Ta globalna mreža genov oz. regulon, ki ga 
imenujemo odziv SOS, je bil prvič odkrit in opisan v modelni bakteriji Escherichia coli in 
je pod kontrolo represorja LexA (Radman, 1975). Odziv SOS je poimenovan po 
mednarodnem Morsijevem znaku za stisko in je ohranjen pri večini bakterij. Aktivator 
odziva je protein RecA, ki zazna in se veže na enoverižno DNA nastalo na poškodovanih 
delih genoma. Kot tak stimulira inaktivacijo LexA, ki je latentna serinska proteaza (Luo in 
sod., 2001).  
2.1.1 Geni odziva SOS 
Ob poškodbah DNA se zaustavijo replikacijske vilice, kar je signal za sprožitev odziva SOS 
v bakterijah. Kot del odziva SOS se sintetizirata protein RecA (rekombinaza A) in SSB (ang. 
single-stranded binding protein), ki se nespecifično vežeta na enoverižno DNA in tako 
stabilizirata replikacijske vilice, vse dokler se ne prepiše drugi set genov uvrA, uvrB, ydjQ, 
uvrD, recN in ruvAB. Produkti teh genov omogočijo popravilo poškodb z mehanizmi 
rekombinacije ali izrezovanja nukleotidov (Walker, 1984). Za popravilo večjih poškodb se 
sintetizirajo DNA polimeraze (polB, dinB in umuDC), ki so zmožne sinteze preko poškodb 
DNA, ob tem pa pogosto uvedejo mutacije (Jarosz in sod., 2007). Takšne DNA polimeraze 
omogočijo ohranitev integritete genoma in preživetje bakterij v stresnih pogojih na račun 
mutacij v genomu. Za preprečitev celične delitve pred popravilom poškodb, produkt gena 
sulA interagira s proteinom FtsZ in onemogoči nastanek septuma, ki bi vodil v celično delitev 
(Trusca in sod., 1998). 
 
Primerjave genomov so pokazale, da najdemo homologe LexA v skoraj vseh do danes 
znanih bakterijskih vrstah, ki pripadajo številnim deblom bakterij. To nakazuje na starodavni 
skupni izvor proteina LexA in odziva SOS. Primerjava različnih regulonov LexA v različnih 
bakterijah je pokazala, da obstajajo maloštevilni geni SOS odziva, ki jih najdemo pri vseh 
primerjanih bakterijah, medtem ko je večina genov vrstno specifičnih. Ti so verjetno odraz 
prilagajanja bakterij na različne ekološke niše v katerih živijo (Erill in sod., 2007). 
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2.1.2 Represor LexA 
Monomer represorja LexA je sestavljen iz karboksi-terminalne (CTD) in amino-terminalne 
domene (NTD), ki sta med seboj povezani z gibljivo nestrukturirano regijo. CTD je zgrajena 
iz β plošč in pomembna za funkcionalnost ter cepitev oz. inaktivacijo represorja. Dva 
monomera se preko CTD povežeta v funkcionalni dimer (Oertel-Buchheit in sod., 1993). Na 
svoja tarčna mesta na DNA se LexA veže preko NTD, ki ima značilen DNA vezavni motiv 
vijačnica-zavoj-vijačnica (Zhang in sod., 2010). CTD in NTD sta v monomeru povezani z 
nekaj aminokislinami, ki tvorijo gibljiv povezovalni člen, zato sta NTD nevezanega LexA 
zelo gibljivi, kar je pomembno pri vezavi proteina na DNA. Ob vezavi se med NTD 
homodimera ustvarijo dodatne ionske in hidrofobne vezi, ki stabilizirajo interakcije med 
domenama in DNA (Butala in sod., 2011; Zhang in sod., 2010). 
 
LexA je serinska proteaza. Katalitsko diado sestavljata aminokislinska ostanka serin S119 
in lizin K156 CTD, ki  katalizirata cepitev vezi med ostanki alanin A84 in glicin G85 (Slika 
1). Slednja aminokislinska ostanka se nahajata na gibljivi zanki, ki se lahko nahaja v dveh 
konformacijah: stran ali ob katalitski diadi. Če je zanka pozicionirana ob katalitski diadi je 
protein LexA v konformaciji, ki mu omogoča samocepitev (Luo in sod., 2001).  
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Slika 1: Struktura na DNA vezanega homodimera LexA E. coli  določena z rentgensko kristalografijo. Represor 
LexA je vezan na konsenzusno sekvenco »SOS box« značilno za E. coli (CTGT(n8)ACAG). Z zeleno označeni 
aminokislinski ostanki gradijo katalitsko diado S119 in K156. S puščico je označena gibljiva regija proteina, 
ki ni bila razvidna v kristalu in ločuje DNA vezavno NTD od CTD v monomeru. S puščico je označeno tudi 
mesto cepitve proteina LexA (povzeto po Zhang in sod., 2010). 
2.1.3 Mehanizem in uravnavanje odziva SOS 
Odziv SOS je najbolje preučen v E. coli. Regulon LexA v tej bakteriji vključuje set 40 genov 
(Erill in sod., 2007). V normalnih pogojih za rast bakterij je intracelularna koncentracija 
monomerov LexA visoka, kar omogoča nastanek funkcionalnih homodimerov LexA s 
povezovanjem CTD (Butala in sod., 2011). LexA se tako kot homodimer zveže na 
konsenzusna zaporedja imenovana »SOS-box« v promotorskih regijah genov odziva SOS. 
Takšna za LexA specifična zaporedja najdemo ponavadi blizu ali znotraj zaporedja, na 
katerega se veže RNA polimeraza. Na tak način vezan homodimer LexA sterično ovira 
vezavo in delovanje RNA polimeraze, kar prepreči transkripcijo in posledično utiša izražanje 
genov.  
 
Medtem ko LexA deluje kot represor, pa protein RecA deluje kot senzor in aktivator odziva 
SOS. Ob poškodbah DNA se replikacijske vilice zaustavijo, kar vodi v nastanek enoverižne 
DNA, na katero se ob prisotnosti ATP nespecifično vežejo monomeri RecA (Erill in sod., 
2007). Tako vezan RecA postane aktiven in stabilizira LexA v konformaciji, ki omogoči 
samocepitev samo nevezanega intracelularnega LexA, medtem ko nima vpliva na operatorje 
vezan LexA. Razpadli deli LexA so občutljivi na razgradnjo s proteazama Lon in ClpX in 
posledično intracelularna koncentracija LexA upade. Znižana intracelularna koncentracija 
LexA povzroči disociacijo na operatorje vezanega LexA in sprožitev odziva SOS. Ker je 
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tudi sinteza samega LexA in RecA del odziva SOS, začne intracelularna koncentracija 
monomera LexA in neaktivnega RecA po popravilu poškodb DNA naraščati, nastali 
monomeri LexA pa se zopet povežejo v funkcionalni homodimer, ki utiša odziv SOS (Butala 
in sod., 2011).  
2.1.4 Časovni zamik izražanja genov odziva SOS 
Medtem ko večina genov odziva SOS na promotorskih področjih vključuje posamezno 
vezavno mesto za represor LexA, pa imajo nekateri promotorji tudi dve ali tri taka mesta. 
Na primer autoregulacija gena lexA je zagotovljena z vezavo dveh represorjev na 
promotorsko področje tega gena (Little in sod., 1981). Nivo, čas pričetka in trajanje prepisa 
genov odziva SOS so lahko zelo različni. Ti parametri so odvisni od afnitete LexA do 
tarčnega mesta, lokacije tarčnega zaporedja v promotorski regiji in moči samega promotorja 
(Courcelle in sod., 2001). Na tak način pride do koordiniranega časovnega zamika med 
izražanjem genov odziva SOS, saj LexA najkasneje disociira iz mest z najvišjo afiniteto 
vezave. Nekateri geni se tako izrazijo samo ob obsežnih in dolgotrajnih poškodbah DNA 
(Wade in sod., 2005). 
2.1.5 Vpliv odziva SOS na evolucijo bakterij in pridobitev genov za virulentne 
dejavnike  
Kot omenjeno zgoraj, se v odzivu SOS sintetizirajo tudi nenatančne DNA polimeraze, ki 
omogočijo nadaljevanje podvajanja tudi z vstavitvijo mutacij. Tako lahko bakterije pridobijo 
nove lastnosti, ki jim omogočijo preživetje v stresnih razmerah. Taka povečana stopnja 
mutageneze v odzivu SOS na primer bakteriji Mycobacterium tuberculosis omogoči 
preživetje med infekcijo in razvoj odpornosti proti antibiotikom (Boshoff in sod., 2003).  
 
Protein LexA ne uravnava samo izražanja genov vpletenih v popravilo poškodb DNA, 
ampak nadzira tudi indukcijo nekaterih bakteriofagov, omogoči premike otokov patogeneze 
ter prepis genov za virulentne dejavnike (Fornelos in sod., 2016). LexA v bakteriji Vibrio 
cholere tako ob stresnih razmerah omogoči premik transpozona, ki nosi zapise za odpornost 
proti številnim antibiotikom na konjugativni plazmid in tako pripomore k širjenju odpornosti 
med patogeni (Guerin in sod., 2009). Na podoben način LexA nadzoruje premik otokov 
patogeneze (SaPIs) v bakteriji Staphylococcus aureus. Ob poškodbi DNA se SaPIs izrežejo 
iz genoma in se zapakirajo v kapside, kar omogoči prenos v druge nepatogene bakterije 
(Ubeda in sod., 2005). Ker nekateri splošno uporabljeni antibiotiki, kot sta trimetoprim in 
kinoloni, v ne-letalnih koncentracijah sprožijo odziv SOS, lahko prav njihova uporaba 
povzroči prenos virulentnih dejavnikov na drugače nepatogene vrste (Ubeda in sod., 2007).  
 
Poleg promoviranja horizontalnega prenosa pa LexA tudi direktno nadzira prepis virulentnih 
dejavnikov. Tak primer najdemo v S. aureus, kjer je gen za vezavni protein fibronektin 
(FnbB) del regulona LexA. Ker FnbB olajša pritrditev S. aureus na gostiteljske celice, 
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njegova povečana ekspresija med stresom zveča virulenco bakterije (Bisognano in sod., 
2004). Ekspresija številnih dejavnikov virulence je tako odvisna od odziva SOS, kar 
omogoča njihovo sintezo med stresnimi razmerami in pripomore k preživetju bakterij 
(Fornelos in sod., 2016).  
 
2.2 BAKTERIOFAGI 
Bakteriofagi oz. fagi so virusi, ki inficirajo in se razmnožujejo v bakterijskih celicah. 
Najdemo jih povsod v okolju, kjer so prisotne bakterije in so najštevilčnejša skupina v 
biosferi. Med seboj se zelo raznolikujejo po velikosti, morfologiji in organizaciji genoma, 
vsi pa so sestavljeni iz DNA ali RNA genoma, ki ga varuje vsaj proteinska kapsida. Kot vsi 
virusi so tudi bakteriofagi ponavadi vrstno specifični in so običajno zmožni inficirati samo 
eno bakterijsko vrsto ali celo sev (Breitbart in Rohwer, 2005). 
2.2.1 Litični in lizogeni razvojni cikel bakteriofagov 
Fagi so obligatni paraziti, ki ob infekciji vstopijo v litični ali lizogeni razvojni cikel glede na 
vrsto faga in razmere v gostiteljski celici. Litični oz. virulentni fagi ob infekciji takoj vstopijo 
v litični cikel, v katerem pride z izrabljanjem gostiteljevih encimov do podvojevanja genoma 
in izražanja genov faga, kar vodi v sintezo proteinov kapside, v katero se po 
samosestavljanju zapakira fagni genom (Slika 2). Sledi liza gostiteljske celice, s katero se 
novonastali virioni sprostijo v okolje (Erill in sod.,2007). Medtem ko infekcija litičnega faga 
vedno vodi v propad gostitelja, pa lahko temperatni fagi vstopijo v lizogeni cikel, za katerega 
je značilno sobivanje gostitelja in v tem času spečega faga. Med lizogenim ciklom se genom 
večine fagov v obliki dormantnega profaga vključi v bakterijski kromosom, manj pogosto 
pa ostane v citoplazmi kot samostojen plazmid (Edlin in sod., 1977). V takem dormantnem 
stanju so fagovi litični geni utišani, profag pa se podvaja in prenaša skupaj z gostiteljskim 
genomom skozi več generacij. Ob stresnih razmerah, kot so na primer poškodbe DNA, pa 
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Slika 2: Shema litičnega in lizogenega razvojnega cikla bakteriofagov  (povzeto po Feiner in sod., 2015). 
 
2.2.2 Fagi, ki preidejo v litični cikel tekom odziva SOS 
Ker lahko poškodbe DNA vodijo v propad gostitelja, so temperatni bakteriofagi razvili 
različne od odziva SOS odvisne regulatorne mehanizme, ki jim omogočijo pobeg iz 
ogroženega gostitelja (Erill in sod., 2007). Molekularni mehanizmi prehoda iz lizogenega v 
litičen cikel so dobro preučeni le pri redkih fagih. Eden od takih mehanizmov preklopa iz 
lizogenega v litični cikel je dobro opisan za bakteriofag  λ, pri katerem je vzpostavitev 
lizogenije odvisna od sinteze fagnega proteina CI, ki je represor litičnega cikla, njegova 
funkcija pa je analogna represorju LexA (Court-Oppenheim in Adhya2007). Po poškodbah 
DNA aktiviran gostiteljev protein RecA stimulira samocepitev tako LexA kot CI, kar sproži 
odziv SOS in preklop bakteriofaga λ v litični življenjski cikel (Little, 1984). Represorja 
kolifagov 186 in N15 pa nista občutljiva na RecA. Namesto tega fag kodira antirepresor, ki 
je pod nadzorom LexA. Ob poškodbah DNA se sintetizira antirepresor, ki deluje 
antagonistično represorju in tako fagu omogoči preklop v litični cikel (Mardanov in sod., 
2007).  
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2.2.3 Virusna družina Tectiviridae 
Tektivirusi vsebujejo linearen dvoverižen DNA genom, ki ga na obeh koncih pred 
razgradnjo ščitita kovalentno vezana terminalna proteina, ki prav tako delujeta kot začetnika 
pri podvajanju fagne DNA. Linearni genom je obdan z notranjo lipidno membrano bogato s 
proteini in zunanjo rigidno ikozaedrično proteinsko kapsido s prožnimi špicami (Abrescia in 
sod., 2004). Lipidno membrano pridobi z izvihavanjem notranje membrane gostiteljske 
bakterije. Večina tektivirusov je litičnih fagov, medtem ko so bili temperatni tektivirusi do 
sedaj najdeni le v skupini bakterije Bacillus cereus, ki združuje glede na genomsko DNA 
zelo podobne B. cereus, B. anthracis in B. thuringiensis (Gillis in Mahillon, 2014).  
 
2.3  TEMPERATNI FAG GIL01 
Temperatni bakteriofag GIL01, pripadnik virusne družine Tectiviridae, je bil odkrit v B. 
thuringiensis serotip israelensis. To je po Gramu pozitivna bakterija, ki jo najpogosteje 
najdemo v prsti in je zelo razširjena zaradi uporabnosti njenih proteinov z insekticidno 
aktivnostjo. GIL01 med lizogenijo prebiva v gostitelju kot dormantni15-kbp dolg linearni 
replikon. Lizogeni cikel se vzdržuje skozi generacije, dokler se ob genomskem stresu in 
DNA poškodbah gostitelja ne sproži litični cikel (Verheust in sod., 2003). 
2.3.1 Genom faga GIL01 
Genom bakteriofaga GIL01 je dolg 14,931 kbp in je kot večina fagnih genomov sestavljen 
iz tesnih skupkov genov z malo med-genskega prostora. Na vsaki strani genoma ima 73 bp 
dolge obrnjene ponovitve. Njegov genom nosi zapis za 30 predvidenih odprtih bralnih 
okvirjev (angl. ORF), ki se prepisujejo v isti smeri in so večinoma kratki z okoli 300 bp 
(Verheust in sod., 2003). Geni s predvideno podobno funkcijo se nahajajo blizu drug drugega 
in se pogosto prekrivajo (Slika 3). Tako tvorijo dve funkcionalni domeni oz. operona genoma 
faga GIL01. Leva domena genoma s 4,8 kbp vsebuje gene, katerih produkti so vpleteni v 
podvojevanje in regulacijo, kot so terminalni protein (ORF4), DNA polimeraza (ORF5) in 
dva proteina z DNA vezavnimi motivi (ORF1 in ORF6). Gp1 produkt ORF1 ima DNA-
vezavni motiv podoben motivu transkripcijskih regulatorjev super družine MerB, ki 
aktivirajo ali utišajo prepis genov z upogibanjem DNA. Gp6, produkt ORF6, pa je podoben 
DNA vezavnim domenam represorjev družine LexA/CI. Večja desna domena dolga 10 kbp 
nosi zapis za strukturne gene, gene potrebne za sestavo virionov in dva endolizina, ki 
razgrajujeta celično steno bakterije (ORF26 in ORF30). Na genomu so bile odkrite tri 
nekodirajoče promotorske regije: P1, P2 in P3. Promotorja P1 in P2 se nahajata na začetku 
genoma in nadzorujeta prepis genov za podvojevanje in regulacijo, notranji litični promotor 
P3 pa se nahaja med ORF8 in ORF9 ter nadzoruje prepis genov, katerih produkti so vključeni 
v lizogeni cikel faga. Odkriti sta bili tudi dve ribosomski vezavni mesti dolgi 10 oz. 6 bp 
navzgor od startnega kodona ORF1 in ORF9. Fagni genom nosi tudi zapis za dve 
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terminacijski mesti: prvo se nahaja navzdol od ORF8 drugo pa navzdol od ORF30 (Verheust 
in sod., 2003; Fornelos in sod., 2011).  
 
 
Slika 3: Shema genoma bakteriofaga GIL01. Genom se deli v dve funkcionalni domeni: domena za replikacijo 
in regulacijo ter domeno za strukturo in lizo. Označenih je 30 odprtih bralnih okvirjev (ORF). Z zanko sta 
prikazani terminacijski mesti za ORF8 in ORF30. Povečane so promotorske regije promotorjev P1, P2 in P3,  
na katerih sta s črnimi kvadratki označena promotorska elementa -35 in -10, s sivimi kvadratki pa so prikazana 
LexA vezavna mesta imenovana dinBox (povzeto po Fornelos in sod., 2011).  
2.3.2 Regulacija razvojnega cikla faga GIL01  
Za nadzor razvojnega cikla bakteriofaga GIL01 so pomembne tri promotorske regije: 
zunanja promotorja P1, P2 in notranji litični promotor P3. Za razliko od večine temperatnih 
fagov, ki nosijo zapis za lasten represor občutljiv na poškodbe DNA, ki jim omogoča 
vzpostavitev lizogenega cikla, pa se GIL01 poslužuje gostiteljskega represorja LexA 
(Fornelos in sod., 2011). Na genomu bakteriofaga GIL01 se LexA med lizogenim ciklom 
veže na konsenzusna mesta dinBox (CGAAC(n4)GTTTT) v promotorskih regijah P1 in P2, 
ter predvidoma P3 in tako utiša litično aktivnost faga. Vendar pa sam LexA ni dovolj za 
vzdrževanje lizogenije faga GIL01. Dokazano je bilo, da so za vzdrževanje lizogenega stanja 
poleg LexA potrebna produkta ORF1 in ORF7, mali fagni protein gp7 in gp1. Gp7 je prvi 
opisan primer proteina, ki direktno interagira z represorjem LexA. Gp7 z vezavo na LexA 
ojača njegovo vezavo na DNA, ne da bi se ob tem na DNA vezal sam. Poleg tega prepreči 
samocepitev LexA, stimulirano z aktiviranim proteinom RecA. Na tak način fag preklopi v 
litični cikel samo ob hujših poškodbah, ko je razvidno, da gostitelj škode ni zmožen 
popraviti. Fag GIL01 torej za nadzor svojega razvojnega cikla uporablja kombinacijo 
gostiteljevega LexA in fagnih regulatorjev (Fornelos in sod., 2011; Fornelos in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Kemikalije in raztopine 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
30% (W/v) akrilamid/bis-akrilamid Bio-Rad, ZDA 
Aceton, Etanol (96%, 100%) Carlo Erba, Italija 
1,4-ditiotreitol (DTT) Fluka, Francija 
Agar, IPTG Formedium, VB 
LB gojišče LLG Labware, Nemčija 
2-Propanol, EDTA, KCl, NaOH, Na2HPO4, NaH2PO4x2H2O NaCl Merck, Nemčija 
Agaroza Nippon Genetics Europe, 
Japonska 
Proteazni inhibitor (cOmplete™ ULTRA Tablets, 
Mini, EASYpack Protease Inhibitor Cocktail) 
Roche, Švica 
Natrijev dodecil sulfat (NaDS) Roth, Nemčija 
Amonijev persulfat (APS, (NH4)2S2O8 ) Serva, Nemčija 
β-Merkaptoetanol, Ampicilin, Borova kislina, Eritromicin, Kanamicin, 
Kloramfenikol, Tris (Trizma® base),  
Sigma, ZDA 
DNA Gel Loading Dye, 2x DreamTaq Green PCR Master Mix, 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, 
NuPAGE™ LDS Sample Buffer (4X), NuPAGE™ MES SDS Running 
Buffer (20X), Orange DNA Loading Dye, PageRuler™ Plus Prestained 
Protein Ladder, 10 to 250 kDa, SimplyBlue™ SafeStain  
Thermo Fisher Scientific, ZDA 
3.1.2 Raztopine in pufri 
Preglednica  2: Seznam in sestava pripravljenih pufrov 
Pufer Sestava 
Dializni pufer 20 mM Tris, 140 mM NaCl, 5mM EDTA, 2mM DTT, pH 7,4 
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0 
Pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, pH 8,0 
Pufer za elucijo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, pH 8,0 
Pufer TBE 45 mM Tris, 45 mM borova kislina, 1mM EDTA, pH 8,3 
Pufer za SPR 25 mm Tris, 140 mM NaCl, 5mM EDTA, 2mM DTT, 0,1 mg/mL BSA, 0,005% P20, 
pH 7,4 
Pufer Z 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1mM MgSO4, 50 mM β-
merkaptoetanol 
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Preglednica  3: Uporabljeni kompleti kemikalij. Proizvajalec: Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Komplet 
GeneJET PCR Purification Kit 
GeneJET Gel Extraction Kit 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit 
Phusion High-Fidelity DNA polymerase 
TransformAid Bacterial Transformation Kit 
3.1.4 Oligonukleotidi 
Preglednica  4: Uporabljeni oligonukleotidi. Restrikcijska mesta so podčrtana z neprekinjeno črto, mesta 
vezave na SPR sidro z dvojno črto, LexA vezavna mesta s prekinjeno črto, gp6 vezavna mesta so v okvirčkih, 











SPR-P3-k 5'- CTCCTTATCGAATGTTTGTTCGCTATATGTATACTATAATA 
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Preglednica 5: V študiji uporabljeni plazmidi 
Plazmid Opis Vir 
pET8c E. coli T7 ekspresijski plazmid na katerem ja zapis za N-terminalni 
histidinski rep (His6) in trombinsko mesto. AmpR v E. coli. 
Novagen, 
ZDA 
pET8c gp6 Derivat vektorja pET8c za ekspresijo s His6 označenih 
rekombinantnih proteinov v katerega je vstavljen ORF6 iz faga 
GIL01. AmpR v E. coli. 
Ta študija 
pET8c gp6 K38A Derivat vektorja pET8c za ekspresijo s His6 označenih 
rekombinantnih proteinov z zapisom za protein gp6 K38A. AmpR v 
E. coli. 
Ta študija 
pDG148 Prenosljivi vektor za IPTG inducibilni prepis genov v B. 
thuringiensis. AmpR v E. coli, KanR v B. thuringiensis. 
Dr. N. 
Fornelos* 
pDG6 Derivat vektorja pDG148 za IPTG inducibilni prepis genov v B. 
thuringiensis v katerega je vstavljen ORF6 iz faga GIL01. AmpR v 
E. coli, KanR v B. thuringiensis. 
Ta študija 
pDG6 K38A Derivat vektorja pDG148 za IPTG inducibilni prepis genov v B. 
thuringiensis z zapisom za protein gp6 K38A. AmpR v E. coli, 
KanR v B. thuringiensis. 
Ta študija 
pHT304-18Z Prenosljivi vektor z zapisom za gen lacZ brez svoje promotorske 
regije. AmpR v E. coli, EriR v B. thuringiensis. 
Dr. N. 
Fornelos* 
pHTP1 Derivat vektorja pHT304-18Z, ki ima poročevalski gen lacZ brez 
lastnega promotorja spojen s promotorsko regijo P1 faga. AmpR v 
E. coli, EriR v B. thuringiensis. 
Dr. N. 
Fornelos* 
pHTP3 Derivat vektorja pHT304-18Z, ki ima poročevalski gen lacZ brez 
lastnega promotorja spojen s promotorsko regijo P3 faga. AmpR v 
E. coli, EriR v B. thuringiensis. 
Dr. N. 
Fornelos* 
*Broad Institute of MIT and Hardvard, ZDA. 
3.1.6 Bakterijski sevi 
Preglednica  6: Uporabljeni bakterijski sevi. 
Bakterijski sev Genotipske lastnosti/ Opis Vir 
E. coli DH5α F– endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG purB20 





F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB–mB–) λ(DE3 [lacI lacUV5-












Derivat naravnega gostitelja faga GIL01, kateremu so bili 
odstranjeni vsi plazmidi, vključno s fagom GIL01 
 
Dr. N. Fornelos* 
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Nadaljevanje preglednice 6: Uporabljeni bakterijski sevi 






     GIL01 lizogen seva GBJ002 
 
Dr. N. Fornelos* 
3.1.7 Encimi 
Preglednica  7: Uporabljeni encimi 
Encim Proizvajalec Država 
DpnI Thermo Fisher Scientific ZDA 
BamHI Thermo Fisher Scientific ZDA 
MluI Thermo Fisher Scientific ZDA 
T4 DNA Ligaza Thermo Fisher Scientific ZDA 
3.1.8 Laboratorijska oprema 
Preglednica  8: Laboratorijska oprema 
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
Aparatura za agarozno elektroforezo Amersham Pharmacia Biotech VB 
    elektroforezni aparat Mini submarine unit    
    usmernik EPS 1001   
Aparatura za NaDS-PAGE  Bio-Rad ZDA 
    elektroforetska enota Mini-PROTEAN Tetra     
System             
Aparatura za PCR Mastercycler epgradient Eppendorf Nemčija 
Aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene VB 
Avtoklav Kambič Slovenija 
Refraktometer Biacore T100 Biacore Švedska 
Centrifuga 3-30 KS Sigma Nemčija 
Centrifuga 5415 R Eppendorf Nemčija 
Centrifuga 5418 Eppendorf Nemčija 
Centrifuga Centric 322A Tehtnica Slovenija 
Dializne kasete Slide-A-Lyzer Thermo Fisher Scientific ZDA 
Magnetno mešalo RCT basic Ika Kitajska 
Magnetno mešalo RET basic Ika Kitajska 
pH-meter SevenMulti™  Mettler Toledo Švica 
Rotacijski stresalnik The Belly Dancer/hybridization 
water bath Stovall life sciences Inc. ZDA 
Sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics ZDA 
Spektrofotometer NanoDrop 1000 Thermo Fisher Scientific ZDA 
Stresalnik Vibromiks 203EVT Tehtnica Slovenija 
  se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 8: Laboratorijska oprema   
Laboratorijska oprema Proizvajalec Država 
Tehtnica  L420 S Sartorius Nemčija 
Tehtnica MC210P Sartorius Nemčija 
Vibracijski stresalnik Vibromix 10 Tehtnica Slovenija 
Vodna kopel Fisherbrand™ Isotemp™ Digital 
Control Water Baths: Model 215 Fisher Scientific ZDA 
3.2 METODE 
3.2.1 Izolacija rekombinantnih proteinov gp6 in gp6 K38A 
Očistili smo rekombinantna proteina gp6 faga GIL01 in njegovo mutanto gp6 K38A. 
3.2.1.1 Priprava plazmidnih konstruktov 
3.2.1.1.1 Priprava ekspresijskega plazmida pET8c gp6  
Zapis za protein gp6 smo pomnožili z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) iz genoma 
bakteriofaga GIL01, ki smo ga pridobili od dr. N. Fornelos. Fragment gp6 smo pomnožili z 
začetnimi oligonukleotidoma Gp6-BamHi in Gp6-MluI, ki smo jih naročili pri podjetju 
Sigma-Aldrich (Nemčija) in jih po navodilih proizvajalca raztopili v destilirani vodi do 
končne koncentracije 100 µM. Začetni oligonukleotidi so pripravljeni tako, da vsebujejo vsaj 
50% baz G in C ter se prilegajo na začetek in konec zapisa proteina. Poleg tega smo v začetne 
oligonukleotide vstavili restrikcijska mesta za encima BamHI in MluI, potrebna za nadaljnje 
kloniranje v plazmidni vektor pET8c. 201 bp zapis za gp6 smo pomnožili s kompletom 
»Phusion High-Fidelity DNA polymerase« po navodilih proizvajalca NEB (ZDA). 
Zaporedji začetnih oligonukleotidov sta navedeni v preglednici 4, sestava reakcijske zmesi 
in program za PCR v preglednicah 9 in 10. 
Preglednica  9: Sestava reakcijske zmesi za pomnoževanje fragmenta gena gp6 s PCR 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen (µL) 
H2O 38  
5x Phusion HF pufer 10  
dNTP (10 mM) 0,5  
Začetni oligonukleotid 1 (100 µM) 0,25  
Začetni oligonukleotid 2 (100 µM) 0,25  
Genomska DNA (1 µM) 0,5  
Phusion DNA polimeraza 0,5  
Skupni volumen (µL) 50  
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Preglednica 10: Program za pomnožitev fragmenta gena gp6 s PCR 
Korak T (°C) Čas (s) Število ciklov 
Začetna denaturacija  98 30 1 
Denaturacija  98 10 30 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 30 30 
Podaljševanje  72 10 30 
Končno podaljševanje 72 420 1 
ustavitev 4 ∞ - 
 
Pomnožek DNA smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo, tako da smo 3 µL PCR 
reakcijske mešanice, v kateri smo pomnoženi fragment zmešali z 1 µL 6x nanašalnega pufra 
za DNA in ga nanesli v jamice gela, v ločeno jamico pa smo kot standard vstavili DNA 
lestvico »GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder«. 1,5 % agarozni gel smo pripravili s 
segrevanjem 0,6 g agaroze v 40 mL pufra TBE, dokler se agaroza ni raztopila. Po ohladitvi 
na 60 °C smo gelu dodali etidijev bromid in ga razlili na nosilec z glavničkom. Ko se je gel 
strdil, smo v jamice nanesli naše vzorce. Elektroforeza je potekala 30 min pri stalni napetosti 
11 V/cm. Molekule DNA so negativno nabite in se tako v agaroznem gelu ločijo po velikosti. 
Krajše molekule potujejo hitreje in se tako premaknejo dlje po gelu kot večje molekule. 
Fragmente DNA lahko vidimo, ko gel izpostavimo UV svetlobi valovne dolžine okoli 300 
nm, pri kateri fluorescira etidijev bromid, ki se interkalira v dvoverižno DNA. 
 
Da bi ločili matrično genomsko DNA od uspešno pomnoženega fragmenta, smo celotni 
ostali vzorec PCR mešanice, v kateri je pomnoženi fragment, ponovno nanesli na 1,5 % 
agarozni gel. Iz gela smo nato izrezali fragment v višini, ki ustreza zapisu za protein (201 
bp) in ga očistili s kompletom »GeneJET Gel Extraction Kit« 
 
Očiščeni fragment DNA in ekspresijski vektor pET8c (Novagen, ZDA) smo nato rezali z 
encimoma BamHI in MluI, da bi pridobili lepljive konce. Pripravili smo dve restrikcijski 
mešanici, kot je opisano v preglednici 11. Mešanici smo nato inkubirali 15 min na 37 °C. Po 
rezanju smo fragment DNA in plazmid očistili s kompletom »GeneJET PCR Purification 
Kit«. Tako smo se znebili encimov in pufrov, ki bi motili nadaljne delo. 
Preglednica  11: Sestava restrikcijske zmesi uporabljene pri restrikciji DNA 
Komponenta restrikcijske zmesi Volumen (µL) 
Fragment DNA/ plazmidna DNA  16 
Encim BamHI 1 
Encim MluI 1 
10x »Fast Digest« pufer 2 
Skupni volumen 20 
 
Po rezanju z istim setom encimov smo tako pridobili fragment DNA in linearen plazmid, ki 
imata ustrezne komplementarne konce potrebne za povezovanje. Za vstavitev fragmenta v 
plazmid smo nastavili ligacijsko mešanico (preglednica 12), v kateri molarna koncentracija 
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fragmenta vsaj trikrat presega molarno koncentracijo plazmida in jo inkubirali 25 min pri 22 
°C. Tako smo pridobili plazmid pET8c z vstavljenim zapisom za protein gp6.  
Preglednica 12: Sestava ligacijske zmesi 
Komponenta ligacijske zmesi Volumen (µL) 
H20  3 
5x »Rapid Ligation« pufer 2 
Plazmidna DNA 1 
Fragment DNA 3 
Ligaza T4 1 
Skupni volumen 10 
 
Da bi nastali plazmid pomnožili, smo ga transformirali v bakterijski sev E.coli DH5α, ki je 
primeren za stabilno pomnoževanje plazmidov zaradi izbrisanega gena za endonukleazo A1 
in rekombinazo RecA. K 100 µL že pripravljenih kemokompetentnih celic DH5α smo dodali 
10 µL ligacijske mešanice in inkubirali na ledu 30 min. Nato smo izvedli temperaturni šok 
tako, da smo transformacijsko mešanico postavili v vodno kopel ogreto na  42 °C za 1 min 
in 45 s. Mešanici smo nato po 2 min ohlajanja na ledu dodali 400 µL sterilnega tekočega LB 
gojišča in celice stresali pri 37 °C in 180 rpm 50 min. Namnožene celice smo potem 
centrifugirali pri 6000 g na sobni temperaturi. Supernatant smo odlili, bakterijsko usedlino 
resuspendirali v 100 µL tekočega LB gojišča, jo razmazali na trdna gojišča LB z dodanim 
ampicilinom (100 µg/mL) in jih inkubirali na 37 °C preko noči. Ker sam sev DH5α ne nosi 
nobene odpornosti proti antibiotikom, plazmid pa nosi zapis za odpornost proti ampicilinu, 
zrastejo na trdnem gojišču samo kolonije uspešno transformiranih celic. Izbrano 
transformanto smo nato s sterilnim zobotrebcem precepili v 10 mL tekočega gojišča LB z 
dodanim ampicilinom (100 µg/mL) in pustili stresati preko noči pri 37 °C in 180 rpm. 2 mL 
prekonočne kulture smo nato centrifugirali pri 6000 g na sobni temperaturi in iz pridobljene 
bakterijske usedline izolirali plazmidno DNA s kompletom »GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit« in vzorce do uporabe shranili na -20 °C. 
3.2.1.1.2 Priprava ekspresijskega plazmida pET8c gp6 K38A 
Da bi lahko izolirali mutanto gp6 K38A smo novo pripravljeni ekspresijski plazmid pET8C 
gp6 mutirali tako, da se spremeni aminokislinska sekvenca divjega tipa proteina gp6 v 
mutanto, ki ima na 38. mestu namesto lizina zapis za aminokislino alanin. Mutacijo smo 
uvedli tako, da smo celoten plazmid pET8C gp6 pomnožili s PCR z začetnima 
oligonukleotidoma Gp6-K38A-u in Gp6-K38A-u (preglednica 4), ki na sredini vsebujeta 
željeno mutacijo in se prilegata nasprotnima verigama zapisa za gp6 v vektorju. Za uvedbo 
mutacije smo sledili navodilom proizvajalca kompleta »QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit«, pri katerem smo določene parametre prilagodili za dejansko delo s 
kompletom »Phusion High-Fidelity DNA polymerase«, kot je opisano v preglednicah 13 in 
14. Za čas podaljševanja smo upoštevali, da pomnožujemo odsek DNA v velikosti ~ 5000 
bp, saj je plazmid pET8c velik 4637 bp in vstavljeni fragment, gen za protein gp6, 201 bp.  
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Preglednica  13: Sestava PCR reakcijske zmesi za spremembo ene aminokisline v plazmidu pET8c gp6 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen (µL) 
H2O 36,5  
5x Phusion HF pufer 10  
dNTP (10 mM) 0,5  
Začetni oligonukleotid 1 (1 µM) 1  
Začetni oligonukleotid 2 (1 µM) 1  
pET8c gp6 (20 ng/ µL) 0,5  
Phusion DNA polimeraza 0,5  
Skupni volumen  50  
Preglednica  14: Program za PCR za spremembo ene aminokisline v plazmidu pET8c gp6 
Korak T (°C) Čas (s) Število ciklov 
Začetna denaturacija  95 30 1 
Denaturacija  95 30 16 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 53 60 16 
Podaljševanje  72 75 16 
Ustavitev 4 ∞ - 
 
Da bi se znebili matrične DNA oz. nemutiranega plazmida, ki je ostal v mešanici, smo PCR 
mešanico očistili s kompletom »GeneJET PCR Purification Kit« in nato nastavili 
restrikcijsko mešanico z encimom DpnI (preglednica 15). Encim DpnI je endonukleaza, ki 
reže metilirano in hemimetilirano DNA. Ker DNA vključno s plazmidi v celici metilira 
metilaza dam, z uporabo encima DpnI razgradimo matrični plazmid, ki je bil izoliran 
neposredno iz celice, medtem ko novonastali mutiran plazmid, ki je nemetiliran, ostane 
nepoškodovan. Restrikcijsko mešanico smo inkubirali 20 min na 37 °C. Po rezanju z DpnI 
smo mešanico ponovno očistili s kompletom »GeneJET PCR Purification Kit«. Tako smo 
pridobili plazmid pET8c z vstavljenim zapisom za mutiran protein gp6 K38A.  
Preglednica  15: Sestava restrikcijske zmesi za rezanje matrične DNA 
Komponenta restrikcijske zmesi Volumen (µL) 
Mešanica plazmidov  17 
Encim DpnI 1 
10x »Fast Digest« pufer 2 
Skupni volumen 20 
 
Da bi plazmid namnožili, smo ga transformirali v bakterijski sev E.coli DH5α. K 50 µL že 
pripravljenih kemokompetentnih celic DH5α smo dodali 3 µL mutiranega plazmida, od tu 
pa je postopek enak kot že opisano v poglavju 3.2.1.1.1. 
3.2.1.1.3 Preverjanje ustreznosti plazmidnih konstruktov 
Da bi preverili ustreznost pridobljenih plazmidnih konstruktov, smo del izoliranih 
plazmidov pET8c gp6 in pET8c gp6 K38A ponovno rezali z encimoma BamHI in MluI in 
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rezane vzorce nanesli na 1,5 % agarozni gel. V kolikor smo po restrikciji na gelu opazili 
fragment v velikosti približno 200 bp smo sklepali, da je bila ligacija uspešna. 
Preglednica 16: Sestava restrikcijske zmesi za preverjanje uspešnosti ligacij 
Komponenta restrikcijske zmesi Volumen (µL) 
Fragment DNA/ plazmidna DNA  5,3 
Encim BamHI 0,5 
Encim MluI 0,5 
10x »Fast Digest« pufer 0,7 
Skupni volumen 7 
 
Ustreznost nukleotidnega zaporedja vstavljenih zapisov v vektor smo dokazali z analizo 
zaporedij s sekveniranjem po Sangerju, ki ga je za nas izvedlo podjetje Mycrosinth AG 
(Švica). Ujemanje dobljenih nukleotidnih in prevedenih aminokislinskih zaporedij proteina 
gp6 z zaporedji v bazah podatkov smo preverili s programskimi orodjem BLASTn in 
BLASTp (NCBI).  
3.2.1.2 Sinteza rekombinantnih proteinov 
Ekspresijski vektor pET8c ima pred poliklonskim mestom promotor T7 bakteriofaga lambda 
in nosi zapis za odpornost proti ampicilinu. S kloniranjem gena za protein v njegovo 
poliklonsko mesto se protein izraža s histidinskim repom na N-terminalnem delu, kar nam 
omogoča afinitetno izolacijo s kovino-kelatno afinitetno kromatografijo (Ni-NTA agarozo). 
Z ekpresijskimi vektorji družine pET je kompatibilen ekspresijski sev E. coli 
BL21(DE3)pLysE (Novagen, ZDA). Ta sev ima vstavljen plazmid pLysE z genom za 
odpornosti proti kloramfenikolu in lizocimom faga T7, ima okvarjene proteaze in je lizogen 
za fag lambda. Lizocim T7 onemogoči delovanje polimeraze T7 in se sintetizira še pred 
indukcijo genov za rekombinantne proteine. Tako zagotovimo, da je promotor T7, ki nadzira 
prepis rekombinantnih proteinov, utišan dokler ne dodamo induktorja. Ob indukciji z IPTG 
se začne sintetizirati polimeraza T7 faga lambda, ki je pod uravnavo represorja LacI, saj 
IPTG povzroči njegovo disociacijo. Nastala polimeraza T7 prepozna promotorske elemente 
pred genom za rekombinantni protein in sproži njegov prepis.  
 
Plazmidna konstrukta pET8c gp6 ali pET8c gp6 K38A smo transformirali v sintezni sev E. 
coli BL21(DE3)pLysE na način kot je opisano v poglavju 3.2.1.1.1 in jih razmazali na 
selekcijsko trdno gojišče LB z dodanim ampicilinom (100 µg/ mL) in kloramfenikolom (25 
µg/ mL) ter bakterije inkubirali preko noči na 37 °C.  
 
Zrasle transformante smo nato precepili v 10 mL tekočega gojišča LB z dodanim 
ampicilinom  (100 µg/ mL)  in kloramfenikolom (25 µg/ mL) in jih inkubirali preko noči s 
stresanjem pri 37 °C  in 180 rpm. Vseh 10 mL prekonočne kulture smo nato prenesli v 500 
mL tekočega gojišča LB z dodanim ampicilinom (100 µg/ mL) in celice gojili pri 37 °C in 
180 rpm do optične gostote 0,5 pri valovni dolžini 600 nm. Kulturo smo nato ohladili na 20 
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°C, inducirali sintezo rekombinantnega proteina z dodatkom IPTG do končne koncentracije 
0,8 mM in stresali še dodatne 3 ure pri 20 °C in 180 rpm, med katerimi je potekala sinteza 
rekombinantnih proteinov. Celotno kulturo smo nato centrifugirali 15 min pri 6000 g in 4 
°C, odlili supernatant, bakterijsko usedlino resuspendirali v hladni fiziološki raztopini in 
ponovno centrifugirali pri istih pogojih. Supernatant smo odlili in bakterijsko usedlino 
shranili na -20 °C do uporabe.  
3.2.1.3 Afinitetna izolacija z Ni-NTA agarozo  
Ni-NTA agaroza se uporablja za afinitetno izolacijo rekombinantnih proteinov,  ki imajo na 
N ali C-terminalnem koncu histidinski repek sestavljen iz šestih histidinov. Ta histidinski 
repek se močno veže na dvovalentne nikljeve ione, ki so v primeru Ni-NTA vezani na 
nitrilotriacetilno skupino, ki je kelator in je vezana na nosilne agarozne kroglice. Vezane 
proteine eluiramo z visoko koncentracijo imidazola, ki predstavlja stransko skupino 
aminokisline histidina in tako pri visoki koncentraciji zaradi kompeticije protein izrine iz 
nosilca.  
 
Bakterijsko usedlino smo odtalili na ledu in jo resuspendirali v 10 mL hladnega pufra za lizo 
(Preglednica 2), kateremu smo dodali sveže raztopljen encim lizocim do koncentracije 0,5 
mg/ mL, ki razbije celično steno bakterij, encima DNaza in RNaza do 10 µg/ mL, ki 
razgradita DNA in RNA ter polovico tabletke mešanice proteinaznih inhibitorjev 
(Preglednica 1), ki preprečijo razgradnjo našega proteina s proteazami prisotnimi v celici. 
Resupenzijo smo nato 30 min mešali na magnetnem mešalu pri 4 °C. Celice smo nato še 
dodatno razbili z uporabo ultrazvoka. Suspenzijo smo sonicirali 5 min na ledu s 40 % 
amplitudo s pulzi, ki so trajali 10 s in vmesnimi 20 s pavzami. Lizirane celice smo nato 
centrifugirali 30 min pri 20.000 g in 4 °C, pri čemer so se membrane in ostale nečistoče 
ločile od supernatanta, v katerem so se nahajali proteini.  
 
Približno 10 mL supernatanta, ki smo ga pridobili po centrifugiranju celičnega lizata, smo 
dodali 500 µL Ni-NTA agaroze in zmes inkubirali ob počasnem mešanju, da preprečimo 
penjenje, 30 min pri 4 °C, da je potekla vezava rekombinantnega proteina na stacionarno 
fazo. Ni-NTA agaroza je shranjena v etanolu, zato jo pred uporabo speremo z 10-kratnim 
volumnom pufra za lizo (Preglednica 2) na gravitacijski koloni Poly-Prep (Bio-Rad). 
Supernatant z Ni-NTA agarozo smo po 30 min inkubaciji prenesli nazaj na gravitacijsko 
kolono in počakali, da se je agaroza posedla na dno in tekoča faza z nevezanimi proteini 
odtekla skozi polietilensko sito na dnu kolone, ki ne prepušča kroglic. Kroglice smo nato 
spirali, kot je prikazano v preglednici 17. Pretok skozi kolono, ki ne sme presegati 2 mL/ 
min smo regulirali preko stiščka nameščenega na gumijasto cevko na dnu kolone. Spirali 
smo jo s pufri z naraščajočo koncentracijo imidazola, s čimer smo  sprali morebitne 
nespecifično vezane proteine na stacionarno fazo. Tarčni protein smo nato iz stacionarne 
faze eluirali s pufrom, ki vsebuje 250 mM koncentracijo imidazola. Izolacija je potekala pri 
4 °C. 
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Preglednica 17: Spiranje gravitacijske kolone z Ni-NTA agarozo za čiščenje rekombinantnih proteinov 
Pufer Imidazol (mM) Volumen  
Pufer za lizo  10 3x 3 mL 
Pufer za spiranje 20 5x 3 mL 
Pufer za elucijo 250 2x 2,5 mL 
 
3.2.1.4 Dializa rekombinantnih proteinov  
Ker elucijski pufer zaradi visoke koncentracije soli in imidazola (Preglednica 2) ni primeren 
za dolgotrajno shranjevanje proteinov, smo eluate s proteini dializirali proti ustreznemu 
dializnemu pufru (Preglednica 2). 2,5 mL pridobljenega eluata smo s sterilno brizgo z iglo 
vbrizgali v dializno kaseto Slide-A-LyzerTM s tako velikostjo por v membrani, ki 
onemogočajo prehod proteinov večjih od 3,5 kDa. Protein gp6 in K38A, ki sta velika okoli 
9,3 kDa sta tako ostala v kaseti, medtem ko so ostale, veliko manjše komponente pufra z 
difuzijo od višje proti nižji koncentraciji prešle preko membrane dializne kasete v okoliški 
pufer. Proteina smo dializirali proti skupno 3 L dializnega pufra ob konstantnem počasnem 
mešanju pri 4 °C. Dializo smo opravili v treh korakih, tako da smo dializno kaseto po 1,5 h 
in nato po 2 h vsakič prestavili v 1 L svežega dializnega pufra. Dializa zadnje frakcije je 
potekala preko noči.  
3.2.1.5 Določanje koncentracije izoliranih proteinov 
Koncentracijo proteinov smo določili s spektrofotometrom NanoDrop 1000 (ZDA), tako da 
smo pri valovni dolžini 280 nm za umeritev naprave najprej pomerili vzorec zadnje frakcije 
dializnega pufra in nato še naš vzorec s proteinom. Svetlobo z valovno dolžino 280 nm 
absorbirajo aminokislinski ostanki z aromatskim obročem kot je npr. triptofan. Od vsebnosti 
in vrste takih aminokislinskih ostankov v aminokislinski sekvenci je odvisen ekstinkcijski 
koeficient proteina, ki ga poleg absorbance potrebujemo za izračun koncentracije. 
Ekstinkcijski koeficient smo pridobili s spletnim orodjem Protparam na strežniku Expasy, 
ki glede na vnešeno aminokislinsko sekvenco proteina izračuna različne fizikalne in kemiske 
parametre proteina. Iz izmerjenih absorbanc (A280) in ekstinkcijskih koeficientov (ϵ) smo 
določili molarno koncentracijo (c) po spodnji enačbi (1), kjer (l) predstavlja prepotovano pot 
žarka preko vzorca. 
 
A=ϵ*l*c                                                                                                               … (1) 
3.2.1.6 Preverjanje ustrezne velikosti in čistosti proteinov z NaDS-PAGE elektroforezo 
Poliakrilamidno gelsko elektroforezo (PAGE) v prisotnosti natrijevega dodecil sulfata 
(NaDS) uporabljamo za ločitev proteinov glede na njihove molekulske mase. NaDS je 
amfipatična molekula, ki deluje kot detergent in se nespecifično veže na proteine, jih 
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denaturira ter negativno nabije. Proteini se s potovanjem skozi zamrežen gel tako ločijo le 
glede na molekulsko maso. 
 
Gel za poliakrilamidno elektroforezo smo pripravili tako, da smo v majhni časi najprej 
zmešali komponente ločevalnega gela, kot je opisano v preglednici 18 in tekočino vlili v 
stekleni sendvič vpet v nosilec in počakali, da gel polimerizira pri sobni temperaturi vsaj 30 
min. Prosti radikali iz APS, ki jih stabilizira TEMED povzročijo polimerizacijo akrilamida. 
Preko polimeriziranega ločevalnega gela smo nato vlili še nanašalni gel, vstavili glavniček 
ter počakali da se gel zamreži. 
Preglednica 18: Sestava 15% ločevalnega gela in nanašalnega gela za izvedbo NaDS-PAGE 
Komponenta gela Volumen  
 Ločevalni gel Nanašalni gel 
H2O  2,212 mL 1,767 mL 
Pufer Tris (3 M) 625 µL / 
Pufer Tris (0,5 M) 
NaDS (10 % w/v) 
APS (1,5% w/v) 













Strjene gele v steklenem sendviču smo nato vstavili v stojalo z elektrodama in v 
elektroforetsko banjico sistema Mini-PROTEAN (Bio-Rad) ter dolili pufer MES 
»NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (20X)«, v katerem se dobro ločijo manjši protieni.  
 
Proteinske vzorce smo pripravili tako, da so v končnem maksimalnem volumnu (33 µL) 
vsebovali enega od štirih volumskih deležev 4-kratnega nanašalnega pufra »NuPAGE™ 
LDS Sample Buffer« in 100 mM DTT. Nanašalni pufer vsebuje litijev dodecil sulfat (LDS), 
ki proteine denaturira in jih negativno nabije, medtem ko DTT deluje kot reducent in prekine 
disulfidne mostičke, ki nastanejo med cisteinskimi ostanki. Tako pripravljene proteinske 
vzorce smo nato še dodatno denaturirali s 5 min inkubacijo na 100 °C in jih vnesli v jamice 
gela. Za proteinski standard smo uporabili lestvico »PageRuler™ Plus Prestained Protein 
Ladder, 10 to 250 kDa«.   
 
Po elektroforezi, ki je potekala 50 min pri napetosti 180 V, smo gele ločili od steklenih 
nosilcev in jih nato trikrat spirali po 5 min s stresanjem v 100 mL dH2O. Gele smo nato 
barvali z barvilom »SimplyBlue™ SafeStain« po navodilih proizvajalca. Po spiranju z dH2O 
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3.2.2 Analiza interakcij med proteini in DNA z refraktometrom, ki deluje na osnovi 
površinske plazmonske resonance   
Interakcijo med proteini in DNA smo spremljali v realnem času s tehnologijo SPR na napravi 
Biacore T100 (GE Healthcare). Sistem, ki nam omogoča spremljanje teh interakcij, 
sestavljajo mikrotekočinski sistem, po katerem pripeljemo naše vzorce do senzorskega čipa 
in optični detektor, ki izmeri kot laserskega žarka, pri katerem del njegove energije privzame 
tanek sloj zlata na dnu senzornega čipa. Do spremembe kota pride ob spremembi lomnega 
količnika tik ob površini steklene ploščice čipa, ki ga povzroči vezava molekule na čip. 
Sprememba lomnega količnika in število vezanih molekul sta linearno povezana. Optični 
detektor te izmerjene spremembe kota prevede v spremembo odziva. Krivuljo, ki nam podaja 
spremembo odziva merjenega v odzivnih enotah (OE) v času, imenujemo senzorgram. 
 
Za spremljanje vezave proteinov na tarčno DNA smo v naših poskusih smo uporabili čip, ki 
ima na svoji površini preko dekstrana imobiliziran protein streptavidin. Streptavidin zelo 
močno nekovalento veže biotilirane ligande, kot je naše enoverižno DNA-sidro. Na pretočni 
celici 1 in 2 čipa smo v pufru SPR imobilizirali sidro S1 (Preglednica 4) pri pretoku 2 µL/ 
min. Na tako sidro se lahko veže dvoverižen fragment DNA, ki ima eno verigo podaljšano 
in komplementarno zaporedju sidra.  
 
Da bi pripravili take dvoverižne sonde, smo komplementarne pare dolgih in kratkih 
oligonukleotidov za analizo s SPR (Preglednica 4) po navodilih proizvajalca (Sigma-
Aldrich) raztopili do 100 µM koncentracije in jih povezali s temperaturnim gradientom od 
94 °C do 4 °C trajajočim 1,5 h v napravi za PCR. Nastale fragmente smo v pufru SPR 
hibridizirali na sidro S1 pri pretoku 2 µL/ min do približno 50 OE. 
 
Poskusi analize interakcije med DNA in proteini so potekali v ciklih kot prikazano v 
preglednici 19. Vsak cikel sestavlja injiciranje in vezavo sonde DNA na drugo aktivno 
pretočno celico, na kateri je pritrjeno sidro. Zatem sledi injiciranje in vezava (asociacija) 
proteinskega vzorca čez drugo in prvo referenčno pretočno celico, na kateri ni DNA. Odziv 
na prvi referenčni celici nam pokaže morebitno nespecifično vezavo proteinov na površino 
čipa prekritega z dekstranom in streptavidinom. Po prenehanju vbrizgavanja vzorca proteina 
sledi čas disociacije, med katerim čez površino čipa teče samo pufer. Sledi regeneracija 
površine čipa s spiranjem obeh pretočnih celic s 50 mM NaOH, ki odstrani vezane sonde 
DNA hkrati s proteini, medtem ko sidro ostane vezano na čip. Vsi vzorci DNA in proteinov 
so bili do ustrezne koncentracije redčeni v pufru SPR (Preglednica 2). Prav tako je v tem 
pufru potekal celoten eksperiment pri temperaturi 25 °C.  V rezultatih prikazani senzorgrami 
so rezultat odštetih odzivov prve referenčne celice od druge aktivne celice in odštetega 
odziva zaradi lomnega količnika pufra v katerem so bili shranjeni proteini. 
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Preglednica 19: Potek enega cikla analize vezave proteina na sondo DNA s SPR. PC – preko katere pretočne 
celice je bil vbrizgan ligand, analit ali pufer.  
Raztopina   Pretočna celica Pretok (µL/ min)  Čas injiciranja (s) Čas disociacije (s) 
DNA sonda (1 µM)  PC 2 2 60 - 
Proteinski vzorec PC 1 in 2 100 120 380 
NaOH (50 mM) PC 1 in 2 100 10 - 
3.2.2.1 Analiza interakcije LexA ali/in gp6 s promotorskim področjem P3 
Fragment DNA  (89 bp) z zapisom za promotorsko področje P3 faga GIL01 smo pripravili 
tako, da smo zmešali komplementarna oligonukleoidna začetnika SPR-P3-d in SPR-P3-k 
(Preglednica 4) v razmerju 1,0: 1,5 (mol: mol) in dvoverižno DNA pripravili kot je navedeno 
v poglavju 3.2.2. Nastali fragment DNA je vseboval vezavno mesto za gp6 in dve tandemski 
vezavni mesti za LexA imenovani dinBox2 in dinBox3. Fragment smo v pufru SPR pri 
pretoku 2 µL/ min imobilizirali na površino čipa s streptavidinom. Uporabljeni protein LexA 
iz B. thuringiensis je bil pripravljen v drugi študiji (Fornelos in sod., 2015). Poskus je potekal 
v treh delih. V prvem delu smo preverili vezavo samega LexA na sondo DNA v petih ciklih 
s koncentracijami proteina od 1,9 do 30,0 nM. V drugem delu smo preverili vezavo samega 
gp6 na isto DNA sondo v sedmih ciklih s koncentracijami proteina od 2,3 do 150 nM. Na 
koncu smo preverili tudi hkratno vezavo LexA in gp6 v sedmih ciklih tako, da smo preko 
sonde injicirali vzorce, v katerih sta bila predhodno zmešana oba proteina. Koncentracija 
LexA v teh kompleksnih vzorcih je bila 30 nM, medtem ko se je koncentracija gp6 v vzorcih 
spreminjala od 2,3 do 150 nM.  
3.2.2.2 Prepoznava nukelotidnega zaporedja v promotorskem področju P3, na katerega se 
specifično veže protein gp6 
Z namenom identifikacije nukleotidnega zaporedja, ki ga prepozna protein gp6, smo 
zaporedje promotorskega področja vizualno pregledali za morebitne palindrome. 
Transkripcijski faktorji se namreč pogosto vežejo na palindromna zaporedja. Določili smo 
skoraj popolno palindromsko zaporedje (GaCACACGTGTGaC), ki prekriva element -35 
promotorja P3. Kot navedeno zgoraj smo s hibridizacijo komplementarnih oligonukleotidnih 
začetnikov poimenovanih kot SPR-Gp6-wt ali -m1 ali -m2 ali -m3 ali –ns  pripravili  odsek 
DNA dolžine 36 bp, ki nosijo zaporedje za nativen palindrom ali  pa so mutirane različice s 
po enim spremenjenim nukleotidom (m1, m2, m3) ali pa fragment nosi tri nukleotidne 
zamenjave (ns). Zaporedja fragmentov z označenimi točkovnimi mutacijami so prikazana v 
preglednici 4. Fragmente DNA smo posamično imobilizirali na komplementarne nukleotide 
sidra S1 in preko njih injicirali protein gp6 v sedmih različnih koncentracijah v razponu od 
2,3  do 150 nM. 
3.2.2.3 Analiza vezave mutante gp6 K38A na DNA vezavno mesto za  protein gp6 
Da bi preverili vpliv zamenjave lizina v alanin na 38. mestu aminokislinske sekvence 
proteina gp6 na sposobnost vezave na tarčno DNA, smo v tem poskusu uporabili DNA sondo 
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z vezavnim mestom za gp6 (wt), preko katere smo injicirali mutanto gp6 K38A v sedmih 
ciklih v koncentracijah od 2,3 do  150 nM. Kot kontrolo smo poskus vzporedno izvedli tudi 
z nativnim gp6. Vse analize SPR smo  trikrat  ponovili, ker so bili odzivi ponovljivi znotraj 
napake pri pipetiranju (< 5 % razlik med odzivi), prikazujemo le reprezentativne 
senzorgrame. 
3.2.3 Analiza promotorske aktivnosti z beta-galaktozidaznimi testi in vivo 
Da bi prepoznali signale in proteine, ki sprožijo prepis lizogenega promotorja P1 ali litičnega 
promotrja P3 bakteriofaga GIL01, smo uporabili sistem za spremljanje aktivnosti β-
galaktozidaze v bakteriji B. thuringiensis. Uporabili smo plazmidna konstrukta, ki imata  gen 
lacZ, ki kodira encim β-galaktozidazo kot poročevalski protein, brez lastnega promotorja 
sklopljen z izbrano promotorsko regijo.  Encim β-galaktozidaza cepi disaharid laktozo do 
glukoze in galaktoze, ki jih bakterija lahko uporabi kot vir energije. Če pride do indukcije 
transkripcije iz preučevane promotorske regije, se začne sintetizirati encim β-galaktozidaza. 
Raven transkripcije določimo tako, da celičnemu lizatu dodamo o-nitrofenil beta-galaktozid 
(ONPG), ki je brezbarvni umetni analog laktoze in ob cepitvi z encimom β-galaktozidazo 
razpade na galaktozo in rumeno obarvan o-nitrofenol, ki ga določimo spektrofotometrično. 
3.2.3.1 Priprava sevov uporabljenih v beta-galaktozidaznih testih 
Da bi določili, ob katerih pogojih pride do indukcije transkripcije, smo pripravili oz. 
uporabili različice sevov B. thuringiensis GBJ002 in GBJ338, v katerih smo glede na potrebe 
poskusa imeli različne plazmide. Sev GBJ002 je očiščen vseh plazmidov vključno z 
linearnim fagom GIL01. Derivat seva GBJ002 je sev GBJ338, ki je bil naknadno inficiran s 
fagom GIL0, ki zdaj prebiva v sevu kot dormantni profag. Plazmidi, ki smo jih uporabili za 
analizo aktivnosti promotorja, so navedeni v preglednici 5.   
3.2.3.1.1 Priprava plazmida pDG6 K38A  
Da bi lahko v bakteriji B. thuringiensis sprožili sintezo mutante gp6 K38A smo celoten 
plazmid pDG6 (Preglednica 5) pomnožili z začetnima oligonukleotidoma Gp6-K38A-u in 
Gp6-K38A-d (Preglednica 4), s čimer smo uvedli in preverili nastanek željene mutacije, kot 
že opisano v poglavju 3.2.1.1.2. Po razgradnji matrične DNA z encimom DpnI, smo plazmid 
z mutiranim zapisom za gp6 transformirali v bakterijski sev E. coli JW3350 s kompletom 
»TransformAid Bacterial Transformation Kit« po navodilih proizvajalca. Ta bakterijski sev 
ima okvarjeno metilazo Dam, kar pomeni, da namnoženi plazmid ne bo metiliran in tako 
primeren za elektroporacijo v B. thuringiensis. 
3.2.3.1.2 Inficiranje bakterije B. thuringiensis s fagom GIL01 
Da bi lahko preverili aktivnost promotorja P1 v prisotnosti faga GIL01 smo sev GBJ002 s 
plazmidom pHTP1 (Preglednica 4) ponovno inficirali s fagom GIL01. 
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Pripravili smo 5 mL prekonočne kulture lizogenega seva GBJ338 brez dodanih antibiotikov 
in seva GBJ002 z vstavljenim plazmidom pHTP1 z dodanim eritromicinom (12,5 µg/ mL) 
in ga gojili pri 30 °C in 180 rpm. 50 µL prekonočne kulture smo nato precepili v sveža 5 mL 
gojišča in jih inkubirali 4 h pri 30 °C in 180 rpm. Kulturo seva GBJ338 smo nato 
centrifugirali in supernant filtrirali preko filtra z velikostjo por 0,22 µm. Ker med rastjo 
lizogenega seva GBJ338 občasno pride do spontane indukcije litičnega cikla faga, imamo v 
tekočem gojišču tudi virione GIL01. Na LB ploščo smo nato kanili 10 µL kapljico kulture 
GBJ002, počakali da se posuši in nato direktno nanjo kanili 10 µL 10-krat redčenega 
supernatanta s fagom v fiziološki raztopini. Po inkubaciji LB plošče preko noči na 30 °C 
smo s sterilno zanko prenesli zrasle kolonije na novo LB ploščo in jih razmazali do 
posameznih kolonij ter ploščo ponovno inkubirali preko noči na 30 °C.  
 
Da bi preverili uspešnost infekcije, smo izvedli PCR posamezne kolonije, tako da smo se s 
sterilnim zobotrebcem dotaknili posamezne kolonije in tako nekaj celic prenesli v mešanico 
PCR, ki je opisana v preglednici 21 in izvedli program PCR, kot je navedeno v preglednici 
22. Uporabili smo začetne oligonukleotide Gp6-BamHI in Gp6-MluI (Preglednica 4) 
specifične za genom faga GIL01 in kot negativno kontrolo uporabili neinficiran sev GBJ002. 
Pozitivne kolonije, pri katerih je prišlo do pomnožitve fragmenta velikosti okoli 200 bp, ki 
ustreza zapisu za protein gp6, smo precepili na nove LB plošče z dodanim eritromicinom 
(25 µg/ mL).  
Preglednica  20: Sestava reakcijske zmesi za PCR za potrditev infekcije z GIL01 
Komponenta reakcijske zmesi Volumen (µL) 
dH2O 11,5  
2x DreamTaq Green PCR Master Mix 12,5  
Začetni oligonukleotid 1 (100 µM) 0,5  
Začetni oligonukleotid 2 (100 µM) 0,5  
Skupni volumen 25  
Preglednica  21: Program za s PCR za potrditev infekcije s GIL01 
Korak T (°C) Čas (s) Število ciklov 
Začetna denaturacija  95 300 1 
Denaturacija  95 30 30 
Prileganje začetnih oligonukleotidov 55 30 30 
Podaljševanje  72 20 30 
Končno podaljševanje 72 420 1 
Ustavitev 4 ∞ - 
 
3.2.3.2 Pridobitev in analiza vzorcev bakterijske kulture za aktivnost beta-galaktozidaze 
Bakterijsko kulturo smo pripravili iz 5 mL prekonočne kulture iz posameznih kolonij 
derivatov sevov B. thuringiensis GBJ338 ali GBJ002 gojenih z dodanima ustreznima 
antibiotikoma eritromicinom (12,5 µg/ mL) in/ali kanamicinom (25 µg/ mL) in s stresanjem 
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preko noči pri 30 °C in 180 rpm. 200 µL prekonočne kulture smo nato precepili v sveža 20 
mL tekoča gojišča z ustreznimi antibiotiki in nadaljevali s stresanjem pri 30 °C. Za indukcijo 
prepisa gena gp6 ali gena za mutanto gp6 K38A smo kulturam eno uro po inokulaciji dodali 
IPTG do končne koncentracije 0,1 mM. Za uvedbo poškodb DNA je bil kulturam 3 h po 
inokulaciji dodan mitomicin C do končne koncentracije 50 ng/ mL. Po 20 µL vzorca kultur 
smo odvzeli 0, 30, 60 in 90 min po indukciji poškodb z mitomicinom C in jih shranili na -
20 °C do uporabe. V vseh teh štirih časovnih točkah smo spektrofotometrično določili 
optično gostoto kultur s svetlobo z valovno dolžino 600 nm (OD600).  
 
Lizat celic smo pripravili tako, da smo 20 µL vzorca bakterijske kulture dodali 980 µL pufra 
Z (Preglednica 2) in 10 µL organskega topila toluen. Vzorce smo zvrtinčili in postavili v 
vodno kopel ogreto na 37 °C. Po 5 min smo vzorcem dodali 200 µL pufra Z, v katerem je 
bil raztopljen ONPG do končne koncentracije 4 mg/ mL. Vzorce smo nato ponovno postavili 
v vodno kopel ogreto na 37 °C za 27 min oz. do rumene obarvanosti, ki je izkazovala, da je 
potekla razgradnja ONPG z β-galaktozidazo. Reakcijo smo zaustavili z dodatkom 500 µL 
1M raztopine Na2CO3 in vzorce centrifugirali 10 min pri sobni temperaturi in 13.000 rpm. 
Supernatante smo nato prenesli v kivete in izmerili absorbanco pri svetlobi z valovno dolžino 
420 nm, katero absorbira rumeno obarvani produkt razpadlega substrata ONPG. 
 
Beta-galaktozidazno aktivnost izražamo v Millerjevih enotah in jo izračunamo po spodnji 
enačbi (2), pri čemer upoštevamo čas poteka reakcije v minutah in volumen vzorca kulture 
v mL, ki smo jo analizirali. 
 
1 Millerjeva enota= (1000 ∗ OD420)/ (OD600 ∗ čas (min) ∗ volumen (mL))       … (2) 
3.2.4 Bioinformatska analiza 
Model tridimenzionalne strukture proteina gp6 smo pripravili s homolognim modeliranjem 
s programom Swiss-Model (Biasini in sod., 2014). Model je bil izdelan na podlagi 
aminokislinskega zaporedja gp6 (dostopna številka GenBank AJ536073) in eksperimentalno 
določene strukture proteina LexA bakterije Thermotoga maritima (PDB koda: 3K2Z). 
Tridimenzionalne strukture proteinov (PDB koda: 3K2Z in 3JSO) smo medsebojno 
poravnali in vizualizirali s programom PyMOL (DeLano, 2002). Poravnave dveh 
nukleotidnih ali aminokislinskih zaporedij smo izvedli z orodjem Blastn ali Blastp (strežnik 
NCBI) in poravnavo več aminoksilinskih zaporedij s programom Clustal omega (Sievers in 
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4.1 IZOLACIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV gp6 IN gp6 K38A 
Pripravili smo plazmidna konstrukta pET8c gp6 in pET8c gp6 K38A za sintezo 
rekombinantnih proteinov gp6 in gp6 K38A. Ustreznost vstavljenih 201 bp dolgih 
fragmentov v plazmid pET8c smo dokazali z analizo zaporedij s sekveniranjem po Sangerju, 
ki ga je za nas izvedlo podjetje Mycrosinth AG (Švica). Ujemanje dobljenih nukleotidnih in 
prevedenih aminokislinskih zaporedij proteina gp6 z zaporedji v bazah podatkov smo 
preverili s programskimi orodjem BLASTn in BLASTp (NCBI). 
 
Rekombinantna proteina smo sintetizirali v bakteriji E. coli, očistili z afinitetno 
kromatografijo z Ni-NTA agarozo in dializo. Z analizo NaDS-PAGE smo dokazali, da smo 
pridobili rekombinantna proteina ustrezne velikosti ~10 kDa (Slika 4). Protein gp6 smo 
pridobili v koncentraciji 0,113 mg/ mL (11,92 µM) protein gp6 K38a pa v koncentraciji 
0,302 mg/ mL (32,26 µM). Ugotovili smo, da zaradi obarjanja proteina, očiščenih proteinov 




Slika 4: Analiza izoliranih rekombinantnih proteinov gp6 in gp6 K38A z NaDS PAGE. Na 15 % gelu je v prvi 
jamici proteinski standard, v drugo jamico je bilo nanešeno 0,66 µg in v tretjo 2 µg proteina gp6, v četrto 
jamico pa 4,53 µg proteina gp6 K38A.  
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4.2 AKTIVACIJA PROMOTORJEV P1 IN P3 FAGA GIL01 V BAKTERIJI B. 
thuringiensis PO POŠKODBI DNA 
Da bi preverili, če je aktivnost litičnega promotorja P3 uravnavana s proteini faga GIL01, 
smo izmerili β-galaktozidazno aktivnost neinficiranega seva B. thuringinesis GBJ002 ali 
lizogenega seva GBJ338, v katera smo s transformacijo vstavili plazmid pHTP3. Plazmid 
pHTP3 (Preglednica 5) nosi poročevalski gen lacZ pod kontrolo promotorja P3 (Slika 5A). 
Da bi ugotovili, ali se promotor P3 aktivira sočasno z lizogenim promotorjem P1, pa smo 
izmerili β-galaktozidazno aktivnost lizogenega seva GBJ338, v katerega je bil vstavljen 
plazmid pHTP1 s poročevalskim genom lacZ pod kontrolo promotorja P1 (Slika 5B). 
Poškodbo DNA smo sprožili z dodatkom mitomicina C (MMC). 
 
Rezultati β-galaktozidaznih testov kažejo, da se litični promotor P3 aktivira samo v 
lizogenem sevu GBJ338 ob dodatku mitomicina C (Slika 5A). Če isti kulturi nismo dodali 
MMC, do indukcije ni prišlo. Prav tako ni prišlo do sprožitve litičnega promotorja v 
neinficiranem sevu GBJ002, v katerem ni faga GIL01. Do indukcije transkripcije iz 
promotorske regije P1 v lizogenem sevu GBJ338 prav tako pride samo ob dodatku MMC 
(Slika 5B). Iz rezultatov je tudi razvidno, da se litični promotor P3 aktivira s časovnim 
zamikom ~ 30 minut, eno generacijo kasneje v primerjavi z litičnim promotorjem P1, ki se 
aktivira 30 min po dodatku MMC (primerjava rdeče linije: slika 5A in linije svetlo modre 
barve: slika 5B).  
 




Slika 5: Aktivnost promotorskih regij P1 in P3 faga GIL01. A) Beta-galaktozidazna aktivnost lizogenega seva 
GBJ338 in neinficiranega seva GBJ002, v katerih je promotorsko področje P3 sklopljeno s poročevalskim 
genom  lacZ. B) Aktivnost lizogenega seva GBJ338, v katerem je promotorsko področje P1 sklopljeno s 
poročevalskim genom  lacZ. MMC50 označuje, da je bil mitomicin C dodan kulturi ob času 0.  
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4.3 VPLIV FAGNEGA PROTEINA gp6 NA AKTIVNOST PROMOTORSKE REGIJE 
P3 FAGA GIL01 
Izmed produktov odprtih bralnih okvirjev, ki so vključeni v regulacijo prepisa fagnih genov, 
je predvideno, da je produkt ORF6 homolog proteina LexA. Tako smo predvidevali, da 
protein gp6 interagira z DNA. Zanimalo nas je ali protein gp6 uravnava aktivnost litičnega 
promotorja P3. Izmerili smo β-galaktozidazno aktivnost neinficiranega seva B. thuringinesis 
GBJ002 s  plazmidom pDG6, iz katerega lahko ob dodatku IPTG sprožimo sintezo proteina 
gp6, in s plazmidom pHTP3, ki nosi poročevalski gen lacZ pod kontrolo promotorja P3. 
 
Iz rezultatov na sliki 6 je razvidno, da le bakterije, pri katerih sprožimo poškodbo DNA in 
sintezo proteina gp6, aktivirajo litični promotor P3. Rezultati kažejo, da je protein gp6 
ključen za prepis litičnih genov in da deluje kot aktivator promotorja P3 v bakterijah z 
vključenim odzivom SOS. 
 
 
Slika 6: Protein gp6 aktivira litični promotor P3 v bakteriji B. thuringiensis. Beta-galaktozidazna aktivnost 
neinficiranega seva GBJ002, v katerem je promotorsko področje P3 sklopljeno s poročevalskim genom  lacZ. 
V sevu sprožimo prepis gena za protein gp6 z IPTG. IPTG označuje, da smo v kulturi eno uro po inokulaciji 
sprožili sintezo proteina gp6 z dodatkom IPTG. MMC50 označuje dodani mitomicin C ob času 0. 
4.4 ANALIZA VEZAVE PROTEINOV LexA IN gp6 S PROMOTORSKIM 
PODROČJEM  P3 FAGA GIL01 
Zgoraj predstavljeni rezultati pridobljeni in vivo nakazujejo, da naj bi se proteina LexA in 
gp6 vezala na promotorsko področje P3. Da bi direktno pokazali interakcijo teh dveh 
proteinov s promotorskim področjem, smo izvedli analizo SPR. Na streptavidinski čip smo 
preko biotiniliranega DNA sidra vezali 89 bp veliko sondo DNA s predvidenima vezavnima 
mestoma za protein gp6 in LexA ter promotorskimi elementi P3 (Slika 7A). Preko tako 
imobilizirane DNA smo vbrizgali LexA ali gp6 ali oba proteina hkrati v različnih 
koncentracijah kot navedeno na sliki 7. 
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Iz rezultatov je razvidno, da se tako LexA (Slika 7B) kot gp6 (Slika 7C) vežeta na 
promotorsko regijo P3. LexA do maksimalno ~ 50 odzivnih enot (OE) in gp6 do maksimalno 
~ 15 OE. Rezultati prav tako kažejo, da se lahko na promotorsko regijo P3 vežeta oba 
proteina hkrati (Slika 7D) s skupnim maksimalnim odzivom, ki ustreza seštevku odzivov 





Slika 7: Protein LexA bakterije B. thuringiensis in protein gp6 bakteriofaga GIL01 se vežeta s fragmentom 
DNA, ki vključuje promotorsko regijo P3. A) Nukleotidno zaporedje promotorskega področja P3. Z zeleno 
pisavo je označeno vezavno mesto za protein gp6, s črno sta poudarjena promotorska elementa -10 in -35, z 
rumeno sta poudarjeni vezavni mesti za protein LexA: dinBox2 in dinBox3, z oznako +1 pa je označeno mesto 
začetka transkripcije. Levo in desno so prikazane koordinate promotorskega področja P3 glede na pozicijo v 
genomu faga GIL01. Senzorgrami vezave proteinov z na čip imobilizirano DNA so prikazani na slikah: B) 
LexA, C) gp6 in D) LexA in gp6. Koncentracije proteinov, ki so bile uporabljene v poskusih, so navedene v 
legendah grafov. OE - odzivne enote.  
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4.5 PREPOZNAVA SPECIFIČNIH NUKLEOTIDOV ZA VEZAVO PROTEINA gp6  
Transkripcijski faktorji se pogosto vežejo na palindromna zaporedja. S pregledom 
nukleotidnega zaporedja promotorskega področja P3 (Slika 7A) smo prepoznali skoraj 
popolno palindromsko zaporedje (GaCACACGTGTGaC), ki prekriva element -35 
promotorja P3. Posledično smo sklepali, da je to vezavno mesto za gp6. Slednje smo 
analizirali s SPR. Na površino streptavidinskega čipa smo vezali fragment DNA, ki je 
vključeval nativno predvideno zaporedje za gp6 oziroma eno od štirih različic tega 
fragmenta z eno do tremi mutacijami v predvideni regiji (Slika 8). Preko posameznega 
fragmenta DNA smo injicirali očiščeni protein gp6 v različnih koncentracijah.  
 
Rezultati na sliki 8 potrdijo, da je vezava gp6 na predvideno zaporedje specifična. Če v 
izhodno zaporedje (Slika 8A) uvedemo nukelotidno zamenjavo, s tem oslabimo vezavo 
proteina gp6 (Slika 8B-D). Vidimo, da se krivulje na senzorgramih, ki prikazujejo vezavo 
na mutirana zaporedja, takoj po končanem injiciranju proteina začnejo naglo spuščati in proti 
koncu disociacije dosežejo nični odziv, torej gre za nestabilno vezavo. Če smo uvedli tri 
zamenjave nukleotidov v vezavnem mestu gp6, pa smo interakcijo blokirali (Slika 8E).  
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Slika 8: Prepoznava nukleotidnega zaporedja za specifično vezavo proteina gp6. Prikazani so senzorgrami 
vezave gp6 na: A) nespremenjeno vezavno mesto promotrskega področja P3 in B) do E) na mutirane različice 
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predvidenega mesta za gp6. DNA sonde uporabljene v posameznem poskusu so prikazane nad senzorgrami in 
imajo z rdečo označene mutirane nukleotide, s črno promotorski element -35. OE - odzivne enote. F) Shema 
dela promotorskega področja P3, ki je bila imobilizirana na čip. Z zeleno je ponazorjeno mesto vezave gp6, s 
črno pa promotorski element -35. Levo in desno so prikazane koordinate dela promotorske regije P3 glede na 
lokacijo v genomu faga GIL01. 
 
4.6 MODEL TRIDIMENZIONALNE STRUKTURE PROTEINA gp6 
Ob poravnavi aminokislinskih sekvenc N-terminalne domene LexA B. thuringiensis serotip 
israelensis in proteina gp6 faga GIL01 vidimo, da sta si zaporedji 44 % podobni. Visoka 





Slika 9: Poravnava aminokislinskih sekvenc proteinov LexA bakterije B. thuringiensis in gp6 faga GIL01. 
Poravnanih je prvih 72 aminokislin proteina LexA bakterije B. thuringiensis serotip israelensis (Uniprot: 
A0A160LCW5), ki gradijo DNA vezavno domeno proteina, in celotnega proteina gp6 faga GIL01 (GenBank: 
AJ536073.2, ORF6). Oznaka »*« pod parom aminokisline v poravnavi pomeni identično aminokislino, »:« 
pomeni glede na fizikalne/kemijske parametre podobne aminokisline, ».« pa manj podobne aminokisline. 
Aminokislina lizin 38 (K) je označena z rdečim kvadratkom. 
 
Da bi pridobili strukturni vpogled v protein gp6 smo s homolognim modeliranjem izdelali 
tridimenzionalno strukturo proteina gp6 na podlagi kristalne strukture proteina LexA 
bakterije Thermotoga maritima (PDB koda: 3k2z). Model gp6 smo nato poravnali s kristalno 
strukturo LexA E. coli vezanega na DNA (PDB koda: 3jso) in oba vizualizirali s programom 
PyMOL (Slika 10). S tem smo pridobili informacijo, katere aminokisline proteina gp6 
predvidoma interagirajo z DNA. 
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Slika 10: Model tridimenzionalne strukture proteina gp6.  Model tridimenzionalne strukture gp6 (rdeče) 
superpozicionirane z eksperimentalno določeno strukturo homodimera LexA bakterije E. coli (modro) 
vezanega na DNA (sivo). Modra črtkana črta med CTD in NTD LexA predstavlja povezovalno regijo, ki ni 
bila razvidena iz kristala. Označena je aminokislinski ostanek lizin 38(K38) proteina gp6. 
 
4.7 MUTACIJA LIZINA NA MESTU 38 IZNIČI ZMOŽNOST VEZAVE gp6 NA 
DNA 
Glede na model strukture gp6 poravnane z N-terminalno, DNA-vezavno domeno LexA smo 
predvideli, da je ostanek lizina 38 ključen za vezavo proteina na DNA (Slika 10). Da bi 
potrdili model, smo pripravili mutanto proteina gp6, pri kateri smo zamenjali lizin 38 (K) v 
alanin (A). S SPR smo analizirali interakcijo proteina gp6 in mutante gp6 K38A z 
injiciranjem enega od proteinov preko fragmenta DNA imobiliziranega na čipu z zaporedjem 
za nativno vezavno mesto za gp6. Nativni protein se je na DNA vezal, kot predvideno (Slika 
11A). V nasprotju se derivat gp6 pri istih koncetracijah ni vezal na molekulo DNA. Nadalje 
smo analizirali, ali protein gp6 K38A lahko sproži litični promotor P3. Izmerili smo β-
galaktozidazno aktivnost neinficiranega seva B. thuringinesis GBJ002 z vstavljenim 
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plazmidom pDG6 K38A, ki nosi zapis za mutanto gp6 K38A pod IPTG indukcijo in 
plazmidom pHTP3, ki nosi sklopljeno promotorsko področje P3 s poročevalskim genom 
lacZ. Za kontrolo smo uporabili sev s plazmidom pDG6 z nespremenjenim zapisom za gp6. 
Dokazali smo, da protein gp6 K38A ne inducira litičnega promotorja, medtem ko je ob 
indukciji poškodb DNA v sevu z nativnim gp6 prišlo do prepisa gena lacZ iz iste 
promotorske regije (Slika 11B). Zaključimo lahko, da mutacija lizina na mestu 38 v alanin 
proteinu gp6 onemogoči vezavo na DNA. 
 
 
Slika 11: Vpliv mutacije K38A na funkcijo proteina gp6. A) SPR senzorgram vezave mutante K38A ali 
nativnega proteina gp6 na vezavno mesto za gp6. OE - odzivne enote. B) β-galaktozidazna aktivnost 
neinficiranega seva GBJ002, v katerem je promotorsko področje P3 sklopljeno z genom lacZ brez lastnega 
promotorja. V sevu smo iz plazmida pDG z IPTG sprožili prepis gena za protein gp6 ali gp6 K38A. IPTG 
označuje, da smo kulturi eno uro po inokulaciji sprožili prepis gena gp6 z dodatkom IPTG. MMC50 označuje, 
da je bil mitomicin C dodan kulturi ob času 0. 
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Temperatni fag GIL01 lahko po infekciji svojega gostitelja B. thuringiensis preide v lizogeni 
cikel in v takem dormantnem stanju prebiva znotraj gostitelja, dokler ne pride do poškodb 
gostiteljeve DNA. Ob tem signalu pride do aktivacije litičnega cikla, ki fagu omogoči izhod 
iz ogroženega gostitelja (Verheust in sod., 2003).  Za vzpostavitev lizogenega stanja, v 
katerem je utišano izražanje fagnih genov, GIL01 izrablja gostiteljev represor LexA, ki sicer 
v normalnih pogojih za rast bakterije, poleg fagnih, utiša tudi izražanje genov, vključenih v 
bakterijski odziv SOS. Dokazano je bilo, da so za uravnavanje izražanja fagnih genov poleg 
gostiteljevega LexA pomembni tudi nekateri fagni produkti kot je gp7 (Fornelos in sod., 
2015). Slednji mali protein z direktno interakcijo z LexA ojača vezavo represorja na DNA 
in je ključen za vzpostavitev lizogenije. Protein gp7 v odzivu SOS tudi stabilizira LexA, saj 
oslabi interakcijo represorja z induktorjem sistema SOS, proteinom RecA. Poleg tega na 
vzpostavitev lizogenega cikla vpliva tudi protein gp1, katerega lastnosti ostajajo slabo 
raziskane. Da bi natančneje ugotovili, kako je reguliran preklop iz lizogenega v litični cikel, 
smo preučili, kako je uravnavan prepis iz  promotorja P3, ki nadzira izražanje genov, 
potrebnih za sestavo kapside in lizo celice. 
5.1 ZA AKTIVACIJO LITIČNEGA PROMOTORJA P3 JE POTREBEN FAGNI 
PRODUKT 
Z meritvami β-galaktozidazne aktivnosti smo ugotovili, da se P3 aktivira le v lizogenem 
sevu, ki je podvržen genotoksičnem agensu (Slika 5A). To potrjujejo tudi predhodne 
raziskave, v katerih je bilo ugotovljeno, da litični cikel temperatnega faga GIL01 in njegov 
pobeg iz gostitelja sprožijo poškodbe DNA (Verheust in sod, 2003). Če smo merili aktivnost 
promotorja P3 v sevu brez faga, do indukcije transkripcije ni prišlo tudi ob induciranih 
poškodbah DNA (Slika 5A). Slednje kaže na to, da je za aktivnost tega promotorja potreben 
tudi produkt faga. Poleg tega smo opazili znaten časovni zamik med indukcijo transkripcije 
iz P3 v primerjavi z P1. Najprej se je aktiviral promotor P1 in šele nato P3 (Slika 5). Zaradi 
zamika smo sklepali, da je za aktivnost litičnega promotorja P3 potreben produkt zgodnjih 
genov prepisanih iz P1, ki so potrebni za regulacijo prepisa fagnih genov. K zamiku bi lahko 
prispevalo tudi dejstvo, da ima promotorska regija P1 drugačno vezavno mesto za LexA, kot 
jih najdemo pri promotorski regiji P3. Afiniteta LexA do DNA je pomembna za časovno 
uravnavano sprožitev prepisa genov v odzivu SOS (Wade in sod., 2005). 
5.2 MALI FAGNI PROTEIN gp6 AKTIVIRA LITIČNI PROMOTOR P3 
Zaradi DNA-vezavnih lastnosti sta bila kot ustrezna kandidata za fagni faktor, ki sproži 
prepis genov iz P3, produkta zgodnjih genov proteina gp1 in gp6. Ker je bil protein gp1 
prepoznan kot pomembni dejavnik pri vzdrževanju lizogenega stanja (Fornelos in sod., 
2015), smo se osredotočili na fagni protein gp6. Z meritvami β-galaktozidazne aktivnosti 
smo ugotovili, da pride do aktivacije litičnega promotorja P3 v sevu brez faga samo, če smo 
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sprožili sintezo proteina gp6 in uvedli poškodbe DNA (Slika 6). Do aktivacije transkripcije 
iz litičnega promotorja P3 torej pride ob sprostitvi LexA iz promotorskega področja P3 kot 
odziv na poškodbe DNA in ob hkratni sintezi gp6. Podoben mehanizem imata temperatna 
kolifaga 186 in N15, ki nosita zapis za antirepresor, ki je pod nadzorom LexA. Ob poškodbah 
DNA se ta antirepresor sintetizira in deluje antagonistično represorju LexA in posledično 
fagu omogoči preklop v litični cikel (Mardanov in sod., 2007). 
5.3 VEZAVNO MESTO ZA gp6 SE PREKRIVA S PROMOTORSKIM ELEMENTOM 
-35 PROMOTORJA P3 
S SPR poskusi smo dokazali, da se tako gp6 kot LexA sama ali sočasno, brez vpliva drug na 
drugega, vežeta na promotorsko področje P3 (Slika 7). Da bi natančneje določili vezavno 
mesto gp6 znotraj tega promotorskega področja, smo pregledali zaporedje in prepoznali 
palindromsko zaporedje (GaCACACGTGTGTaC), ki prekriva element -35 promotorske 
regije P3 (Fornelos in sod., 2018). Vezava na taka mesta v promotorjih je značilna za 
aktivatorje transkripcije tipa II. Ti se vežejo blizu ali preko elementa -35 in stabilizirajo RNA 
polimerazo na promotorskih elementih tako, da se vežejo s sigma faktorjem ali katero drugo 
domeno RNA polimeraze (Slika 12) (Browning in Busby, 2016). 
 
 
Slika 12: Aktivacija prepisa genov tipa II.  Shema na promotorsko regijo vezane RNA polimeraze in aktivatorja 
tipa II (rdeče). Podenota 4 sigma faktorja se veže na element -35, podenota 2 pa na element -10. S puščico je 
označeno mesto začetka transkripcije (+1) (povzeto po Browning in Busby, 2016). 
Specifičnost vezave gp6 na identificirano mesto smo preverili s SPR, kjer smo analizirali 
interakcijo gp6 z nativno in mutirano DNA. Če je bila v vezavno mesto uvedena ena 
nukleotidna zamenjava, se je zmanjšala stabilnost vezave proteina gp6 do takega mesta, če 
pa so bile uvedene tri zamenjave, pa do vezave gp6 ni prišlo (Slika 8). S tem smo 
identificirali specifične nukleotide za vezavo proteina gp6.  
5.4 PROTEIN gp6 JE HOMOLOG REPRESORJA LexA 
Poravnava aminokislinskih sekvenc NTD LexA iz B. thuringiensis in proteina gp6 faga 
GIL01 je pokazala 44 % identičnost elementov, kar pomeni da je gp6 homolog N-terminalne 
domene LexA (Slika 9). Model strukture gp6 prikazuje, da gp6, podobno kot N-terminalna 
domena LexA, sestavlja motiv vijačnica-zavoj-vijačnica s tremi α- vijačnicami in C-
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terminalnega podaljška, ki se prepogne v dve β- plošči (Slika 10). Glede na strukturo smo 
domnevali, da je aminokislinski ostanek lizin na 38. mestu pomemben za vezavo in kontakt 
s tarčnim zaporedjem, saj naj bi se iztezal v veliki žleb molekule DNA. Da bi potrdili to 
domnevo, smo preverili aktivnost promotorja P3 z meritvami β-galaktozidazne aktivnosti v 
sevu brez faga ob sintezi mutiranega gp6 K38A. Dokazali smo, da mutacija K38A v proteinu 
gp6 prepreči aktivacijo promotorja P3  (Slika 11B). Slednje smo potrdili z analizo SPR in 
dokazali, da mutacija ostanka lizin 38 v alanin prepreči mutanti, da bi interagirala z DNA 
(Slika 11A). Predvidevamo, da ima mutanta ohranjeno strukturo, saj smo jo pridobili v 
koncentracijah, primeljivih z izhodnim proteinom. Rezultati nakazujejo, da je aminokislina 
lizin na 38. mestu pomembna za vezavo proteina gp6 na DNA, kar potrjuje naš model 
strukture in uvršča gp6 v družino DNA vezavnih proteinov podobnih proteinu LexA. Glede 
na zgoraj navedeno lahko zaključimo, da smo potrdili vse tri, ob začetku naloge zastavljene 
delovne hipoteze.  
5.5 MODEL URAVNAVANJA PREKLOPA IZ LIZOGENEGA V LITIČNI CIKEL 
TEMPERATNEGA FAGA GIL01 
Iz pridobljenih in že obstoječih podatkov (Fornelos in sod., 2015; Fornelos in sod., 2018) 
smo pripravili model preklopa iz lizogenega v litični cikel faga GIL01. Ob normalnih 
celičnih razmerah prihaja do nizkega nivoja prepisa genov iz promotorja P1, kar vodi v 
sintezo proteina gp7 in produktov drugih zgodnjih genov. Nastali gp7 nato še ojača vezavo 
gostiteljskega represorja LexA in na tak način vzdržuje lizogeni cikel (Slika 13A). Ob večjih 
in dolgotrajnejših poškodbah DNA, se aktivira protein RecA, ki stimulira samopocepitev 
LexA in s tem se znotrajcelična koncentracija represorja zniža, kar povzroči njegovo 
disociacijo iz promotorskih regij P1 in P3. Po disociaciji represorja LexA se močneje 
aktivira promotor P1, kar vodi do akumulacije proteina gp6. Ko koncentracija gp6 pride nad 
kritično točko, le ta aktivira transkripcijo iz litičnega promotorja P3, kar vodi v lizo in propad 
gostitelja (Slika 13B).  
 
Bioinformatska analiza primerjave aminokislinskih zaporedij proteinov gp6 in promotorjev 
različnih predstavnikov družine Tectiviridae nakazujejo, da je aktivacija z gp6 dobro 
ohranjena znotraj družine (Priloga A in B).  
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 Ob nastanku poškodb DNA v lizogeni bakteriji B. thuringiensis se najprej prepišejo 
zgodnji geni pod kontrolo lizogenega promotorja P1, katerih produkti so potrebni za 
podvojevanje in regulacijo izražanja fagnega genoma. Geni pod kontrolo litičnega 
promotorja P3, katerih produkti omogočijo izgradnjo kapside in lizo gostitelja, se 
prepišejo s časovnim zamikom. 
 Aktivnost litičnega promotorja P3 bakteriofaga GIL01 je uravnavana z represorjem 
odziva SOS, s proteinom LexA iz Bacillus thuringiensis, in fagnim transkripcijskim 
faktorjem. 
 Pridobili smo več kot 90 % čista rekombinantna proteina gp6 in mutanto gp6 K38A. 
 Fagni protein gp6 je produkt zgodnjih genov in je ključen za aktivacijo promotorja 
P3, prepisa poznih genov faga GIL01. 
 Fagni protein gp6 se specifično veže na promotorsko področje P3 in najverjetneje 
deluje kot aktivator transkripcije tipa II. Aminokislinski ostanek lizina 38 proteina 
gp6 je sestavni del vezavnega mesta za DNA. 
 Fagni protein gp6 je homolog represorja LexA.  
 Opišemo prvi primer promotorja, katerega aktivnost uravnavata dva proteina iz 
super-družine proteinov podobnih LexA, ter ob tem eden od proteinov deluje kot 
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Bakteriofag GIL01 uvrščamo v  virusno družino Tectiviridae. Fag GIL01 so izolirali iz 
patogena insektov, bakterije Bacillus thuringiensis. Je temperatni fag, kar pomeni da lahko 
ob infekciji gostitelja vstopi v lizogeni cikel, v katerem je njegova litična aktivnost utišana 
in kot samostojni linearni replikon prebiva v gostitelju. V takem dormantnem stanju se lahko 
obdrži v gostitelju več generacij, dokler ne pride do poškodb gostiteljeve DNA, ki so signal 
za preklop v litični cikel, v katerem se z izrabo gostiteljevih mehanizmov genom faga 
namnoži, zapakira v novo nastale kapside in z lizo zapusti ogroženega gostitelja. Značilnost 
virusov iz družine Tectiviridae je, da kapsido gradi zunanji proteinski sloj in notranji lipidni 
dvosloj, ki ga bakteriofag pridobi tekom zorenja z izvihavanjem notranje membrane 
bakterije. 
 
Fag GIL01 nima zapisa za lasten represor, ki  bi omogočil vzpostavitev lizogenega cikla, 
temveč v ta namen izkorišča ohranjeni transkripcijski faktor, represor LexA gostitelja. LexA 
sicer nadzira prepis genov, vključenih v popravilo poškodovane DNA, in signal za njegovo 
inaktivacijo je prav poškodba DNA. Bakteriofag GIL01 je moral razviti mehanizem, s 
katerim neodvisno od bakterije odklopi odziv SOS od uravnavanja vzpostavitve 
lizogenega/litičnega življenjskega sloga. 
 
Da bi ugotovili, kako je reguliran preklop iz lizogenega v litični cikel, smo z in vivo in in 
vitro metodami preučili, kako je uravnavana aktivnost litičnega promotorja P3. Z β-
galaktozidaznimi meritvami promotorske aktivnost, SPR analizami interakcije med DNA in 
proteini ter bioinformatskimi analizami smo ugotovili, da je aktivnost litičnega promotorja 
P3 regulirana z represorjem LexA in aktivatorjem transkripcije, malim fagnim  proteinom 
iz 66 aminokislinskih ostankov, proteinom gp6. Ob poškodbah DNA represor LexA disociira 
iz fagnih promotorskih področij, kar vodi do transkripcije zgodnjih genov prepisanih iz 
promotorja P1, čemur po 30 minutah sledi transkripcija poznih genov prepisanih iz 
promotorja P3. Ugotovili smo, da je produkt zgodnjih genov gp6 homolog N-terminalne 
DNA vezavne domene represorja LexA in zato sposoben vezave na DNA preko DNA 
vezavnega motiva vijačnica-zavoj-vijačnica. Ta model strukture smo potrdili z uvedbo 
mutacije v protein gp6, pri kateri smo aminokislinski ostanek lizin na 38. mestu, ki naj bi 
bila glede na predvideno strukturo pomembna za vezavo na DNA, zamenjali z aminokislino 
alaninom. Mutanta je, kot predvideno, izgubila DNA vezavno lastnost. Dokazali smo, da se 
gp6 veže na področje promorskega elementa -35 P3 in najverjetneje deluje kot aktivator 
transkripcije tipa II, da interagira z RNA polimerazo in stabilizira njeno vezavo na elemente 
promotorja P3. Sorodnost proteinov gp6 in LexA kaže na koevolucijo temperatnih fagov in 
bakterijskega gostitelja. Rezultati magistrske naloge so poleg razjasnitve molekulskega 
mehanizma preklopa iz lizogenega v litičen cikel faga, ki so podrobno do danes opisani le 
za redke fage, pomembni tudi za razumevanje, kako si bakteriofag prilagodi del proteina 
bakterije, da opravlja ravno obratno funkijo kot izhodni protein. Glede na bioinformatsko 
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analizo menimo, da je opisani mehanizem uravnavanja litičnega promotorja z gp6 ohranjen 
pri številnih bakteriofagih iz družine Tectiviridae.   
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Poravnava aminokislinskih sekvenc homologov gp6. Z rdečo puščico je označeno mesto 
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Poravnava nukleotidnih sekvenc regij podobnih promotorskem področju P3 faga GIL01. Z 
rdečo je označeno gp6 vezavno mesto, z rumeno promotorska elementa -35 in -10, z modro 
LexA vezavni mesti: dinBox2 in dinBox3. 
 
 
 
 
 
